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Versuche zur Charakterisierung der larvalen Blutproteine 
normaler und letaler Genotypen von Drosophila mittels 
Papier-Elektrophorese 


Von 
Ch. Wunderly und H. Gloor 


Aus der Medizinischen Universititsklinik, Ziirich, und dem Zoologisch-vergleichenden 
anatomischen Institut der Universitat Ziirich 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 15. Dezember 1952) 


I. Einleitung 


Fiir die Untersuchung von Mutationen mit morphologisch fa®barem 
Effekt ist eine méglichst genaue Analyse der sichtbaren phanotypischen 
Abweichungen der Mutante von der Normalform (= Wildtyp) erste Vor- 
aussetzung. Dabei hat sich in mehreren Fallen, insbesondere auch bei der 
Bearbeitung von Letalfaktoren von Drosophila (Hadorn 1948), heraus- 
gestellt, da die Genwirkungen im Endeffekt in komplizierte pleiotrope 
Muster ausmiinden. Die unbekannten genphysiologischen Grundlagen die- 
ser Musterbildungen diirften sich in fafbaren Abweichungen des Stoff- 
wechsels und der chemischen Komponenten aduffern. Der Nachweis stoff- 
licher Veranderungen kénnte fiir das Studium von Letalfaktoren und so- 
mit einer Kategorie, welche dank ihrer physiologischen und morphologi- 
schen Wirkungen besonders eindrucksvolle Mutationen aufweist, auf- 
schlureich sein. 

Eine Hauptschwierigkeit fiir die chemische Untersuchung von Droso- 
phila-Mutanten bilden die quantitativ sehr geringen Mengen verfiigbaren 
Materials. Es kommen deshalb in erster Linie Mikromethoden in Frage, 
wie die von Hadorn und Mitchell (1951) erfolgreich auf Drosophila 
angewandte Papierchromatographie. 

Die vorliegende Arbeit ist ein Versuch, mit Hilfe von Papierelektro- 
phorese die Blutproteine in den folgenden zwei Letalmutanten von Droso- 
phila zu charakterisieren und eventuelle quantitative Abweichungen vom 
normalen Blut nachzuweisen: 

1. letal-translucida (ltr; 3—20,7), Drosophila melanogaster. 


Die homozygoten Individuen sterben gréftenteils in einem friihen Puppen- 
stadium. Ausnahmsweise kann die Metamorphose weitgehend durchgefiihrt wer- 
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274 Ch. Wunderly und H. Gloor 
den, ohne aber den Zustand einer lebensfihigen Imago jemals zu erreichen. Von 
den zahlreichen sichtbaren Phinen, die bei dieser Mutante nachzuweisen sind 
(Hadorn 1949), ist das auffallendste und vor allem auch fiir die Larven kenn- 
zeichnende Merkmal eine Zunahme der Blutfliissigkeit (Hamolymphe), die eine 
enorme Aufblihung der Tiere zur Folge hat. Die letalen Larven sind somit im 
Stadium der Verpuppungsreife, das gegeniiber normalen Larven mit einer Ver- 
spitung von mindestens 24 Stunden (bei 25°) erreicht wird, gréfer und viel 
schwerer als Normaltiere. Das Trockengewicht erfahrt dabei keine Zunahme. Eine 
vorliufige Untersuchung (Gloor 1949) zeigt jedoch, daf der Salzgehalt erhéht ist 
und daf bei geringerer Konzentration die Zusammensetzung der Blutproteine ver- 
andert zu sein scheint. Aus dem papierchromatographischen Test geht anderseits 
hervor, daf in der letalen Himolymphe nicht nur die Gesamtmenge der Amino- 
sduren und Peptide, sondern auch deren Konzeniration erhéht ist (Hadorn und 
Stumm-Zollinger, unveréffentlicht). 


2. letal-polyploid (Ipl.), Drosophila hydei. 


Die homozygoten Individuen sterben zum Teil als voll ausgewachsene Larven, 
zum Teil als Vorpuppen, ohne iiber das Stadium der eigentlichen Verpuppung 
hinauszukommen. Gréfe und Wachstumsgeschwindigkeit der letalen Larven sind 
im ganzen normal, lediglich voll ausgewachsene Individuen werden durchschnittlich 
etwas schwerer als Normallarven und enthalten dementsprechend etwas mehr Blut. 


II. Material und Methoden 


Das Blut wurde in der folgenden Weise gewonnen: Voll ausgewachsene. ver- 
puppungsreife Larven wurden aus dem Futter herausgelesen, mehrmals in Lei- 
tungswasser gewaschen und anschlieRend in 70%igem Alkohol kurz sterilisiert 
(ca. 1 Minute). Nach einer nochmaligen Waschung in dest. Wasser wurden die 
Larven auf Filterpapier getrocknet. Die so praparierten Tiere wurden entweder 
einzeln oder in kleinen Gruppen von ca. fiinf Individuen auf Objekttrigern se- 
ziert, die durch Silikon-Uberzug wasserabstoRend gemacht worden waren. Als 
geeignetste Instrumente zum Offnen der Tiere erwiesen sich feine Uhrmacher- 
pinzetten. Es mufte darauf geachtet werden, eine geniigend grofe Offnung in die 
Haut zu reifen, ohne die inneren Organe stark zu beschidigen und insbesondere 
ohne den Darm zu verletzen. Nur so war es moglich, die Himolymphe einiger- 
maften rein, d. h. ohne nennenswerte Beimengung von Gewebefragmenten und 
Darminhalt, zu erhalten. Die ausgetretene Fliissigkeit wurde mit Pipetten von 
ca. */;mm Offnung aufgenommen und wiahrend der Blutentnahme, die sich jedes- 
mal iiber mehrere Stunden erstreckte, in einer Kiltemischung auf ca. — 20° gekiihlt. 
Das so gewonnene Blut wurde entweder sofort weiterverarbeitet oder bei — 34° 
aufbewahrt. 


Mit dem beschriebenen Verfahren kann die Hamolymphe selbstverstandlich 
nicht quantitativ gewonnen werden. Die von je 1000 Larven erhaltenen Blutmengen 
sind durchsdhnittlich etwa die folgenden: D. melanogaster, normal: 0,08 cm*; letal 
(ltr): 1,.0cem*. D. hydei, normal: 0,6 cm’; letal (Ipl): 0,8 cm’. 

Die Larven wurden z. T. in Milchflaschen, z. T. in Schalen auf Standardfutter 
(Maisgrie® — Zucker — Hefe — Agar) bei 25° geziichtet. Zur Gewinnung der er- 
forderlichen Anzahl von Larven der letal-translucida-Mutante stand ein von 
Rosin (1949) hergestellter Stamm zur Verfiigung, in welchem der Letalfaktor iiber 
einer friihletal wirkenden Inversion balanciert ist, so da in den Zuchten nur 
phanotypisch normale heterozygote (ltr/In) und homozygot letale (ltr/1tr) auf- 
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wachsen, wobei die Anzahl der letalen unter giinstigen Bedingungen dem theoretisch 
zu erwartenden Drittel nahekommt. Die Beschaffung von Larven” der letal- 
polyploid-Mutante war in zweifacher Hinsicht erschwert. Erstens stand kein 
balancierter Stamm zur Verfiigung, so da in jeder Generation die Elterntiere in 
Einzelpaarzuchten auf ihre Heterozygotie fiir den Ipl-Faktor gepriift werden 
muften und auferdem der theoretischh zu erwartende Anteil von letalen Larven 
nur 25% betrug. Zweitens sind die Ipl-Larven dufRerlich nicht zu unterscheiden von 
den normalen Geschwistern und miissen deshalb zur Blutentnahme einzeln unter 
starker VergréRerung seziert werden, damit die Letalitét einwandfrei festgestellt 
werden kann. Als Normallarven wurden in geringem Umfang heterozygote Ge- 
schwistertiere aus den gleichen Zuchten verwendet, also ltr /In/Ipl/ + bei D. hydei. 
Zur Hauptsache wurden jedoch normale Larven aus separaten Zuchten von Wild- 
stimmen entnommen, und zwar von den Wildstémmen: melanogaster Kairo und 


hydei Ziirich. 


Ill. Untersuchung der Himolymphe mittels Papier-Elektrophorese 


a) Proteinzusammensetzung 


Fiir die Charakterisierung eines unbekannten Gemisches verschiedener 
Proteine hat sich die Elektrophorese als besonders wertvoll erwiesen. Man 
erreicht dadurch eine Trennung in Proteinfraktionen, welche sich durch das 
gemeinsame Merkmal auszeichnen, unter genau festgelegten physikochemi- 
schen Bedingungen, wie Feldstiirke des angelegten Stromes, p,, und Ionen- 
konzentration des verwendeten Puffersystems, Temperatur und Versuchs- 
dauer, eine bestimmte Wanderungsgeschwindigkeit zu besitzen. Die derart 
aufgetrennten Fraktionen werden somit durch eine elektrochemische Eigen- 
schaft definiert, die noch keine Aussage iiber die chemische Einheitlichkeit 
bildet. So trennt die Elektrophorese das normale menschliche Blutserum 
in die Fraktionen Albumin, a,-, a,, f- und y-Globulin auf, obwohl auf 
chemischem Wege gegen 30 verschiedene Proteine aus dem Serum isoliert 
wurden. Fiir die Zwecke der genetischen Forschung wurde die Elektro- 
phorese besonders interessant, als die modernen Papiermethoden es még- 
lich machten, sehr kleine Proteinmengen quantitativ aufzutrennen. Wah- 
rend die klassische Elektrophorese nach Tiselius-Philpott-Svensson 5cm* 
einer 1%igen Proteinlésung benétigte, kommt die Papiermethode (PE) mit 
2mg Protein aus und erweist sich damit als eigentliche Mikromethode. 

In der von uns entwickelten Elektrophorese-Apparatur werden zwei Filter- 
papierstreifen (Munktell Papier, Grycksbo, Schweden) von 7 X 40cm quer in der 
Mitte leicht gefaltet und an der Faltstelle auf eine senkrecht stehende Glasplatte 
gelegt (s. Wunderly, Schneider, Hugentobler 1952). Die beiden Enden der 
Filterpapierstreifen ragen in die Kiivetten mit Pufferlésung (Veronal-Na, p,, = 8.8, 
# = 0,06) und den Elektroden aus Platindraht. Um zu verhindern, daf Protein auf 
dem Papier antrocknet, stellt man die Apparatur unter eine Glocke aus Zelluloid. 
Fiir die Untersuchung der Himolymphe wurde eine Spannung von 135 V und eine 
Stromstirke von 7—9mA angelegt; die Elektrophoresedauer betrug 15 Stunden. 
Je nach Eiweifgehalt der Hamolymphe wurden an der Faltstelle des trockenen 
Papiers aus einer Mikropipette 0,06—0,09 cm* davon in feinem Strich aufgebracht. 
Die Befeuchtung mit Pufferlésung geschieht sogleich anschlieRend. Nach Beendigung 
der Elektrophorese werden die Papierstreifen fiir 10 Min. bei 90° getrocknet; zur 
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Farbung legt man sie fiir 5 Min. in eine 1%ige methanolische Bromphenollésung, 
wobei die Lésung zur Fixierung des Eiweifes mit Sublimat gesattigt ist. Zur Ent- 
farbung des iiberschiissigen Farbstoffes wird anschlieRend wechselweise in Methanol 
und Athanol gebadet. Fiir die quantitative Auswertung der fertig gefarbten Papier- 
streifen schneidet man sie quer in Streifen von 5mm Breite. Der Farbstoff in den- 
selben wird mit soda-alkalischem 50%igem Methanol eluiert und die optische Dichte 
im Beckman-Spektralphotometer auf 
der Wellenlinge 595 my bestimmt. 
AnschlieBend werden die Mefwerte 
als Ordinaten aufgetragen und er- 


— —— geben dann die Kurven, wie sie auf 
awagenechoond ies Abb. 1 abgebildet sind. 

Zu den elektrophoretischen Er- 

AB =1,25-7 Ok? 7952 gebnissen mit Himolymphe ist zu 

A:B=1,40°1 sagen, daft allgemein bei p, 8,8 


eine Aufteilung in zwei Protein- 
komponenten eintritt; wir haben 
sie mit A und B bezeichnet, wobei 
A die gréfere Wanderungsge- 
schwindigkeit aufweist; vergli- 














chen mit derjenigen menschlicher 
Serumproteine, wandert A mit 
itiadpete Pe einer Geschwindigkeit, welche 
normal Watante lol zwischen jener von a,- und a,- 
Globulin liegt, wahrend B etwa 
B-Globulin entspricht. Somit wird 
keine Komponente sichtbar, die 
sich analog verhilt wie Serum- 
albumin; und_ ebenfalls kein 


i Protein, das seinen  isoelektri- 
A:B°063°17 ® tite til © schen Punkt auf der alkalischen 


Abb. 1. Elektrophorese-Diagramme der lar- Seite von py 8,8 besitzt. Bei 
valen Blutproteine normaler und letaler D. melanogaster normal ist das 
Genotypen von Drosophila melanogaster Verhiltnis der Proteinkomponen- 
und Drosophila hydei. ten A zu B wie 1,25 zu 1: bei der 

Mutante ltr dagegen 1.40 zu 1. In 

beiden Fallen erweist sich die Komponente A als heterogenes Protein, wahrend 
B recht homogen erscheint. Obwohl uns die Materialmenge erlaubte, Doppel- 
versuche auszufiihren, wird es Sache einer breiteren Bearbeitung sein, die 
physiologische Schwankungsbreite sowie den Einflu& des Larvenstadiums auf 
die Zusammensetzung der Himolymphe durch Reihenversuche festzulegen. 
Bei D. hydei normal ist das Verhiltnis der Proteinkomponenten wie 
0,63 zu 1; bei der Mutante lp] wie 1,54 zu 1. Wahrend normalerweise A 
das heterogenere Protein darstellt, ist es bei der Mutante Ip] die Kom- 
ponente B. Bei D. hydei ist somit die eiweichemische Verschiedenheit von 
normaler Hamolymphe und jener der Mutante Ipl besonders stark aus- 
gepragt. Es wurde auch versucht, Himolymphe von jiingeren Larvenstadien 
zu gewinnen, jedoch war die Ergiebigkeit nicht ausreichend. 
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b) Bestimmung des isoelektrischen Punktes, 

Fiir die Charakterisierung eines Proteins ist die Bestimmung seines isoelektri- 
schen Punktes (IEP) von besonderer Wichtigkeit, denn an jenem Py Wert tragen die 
Proteinteilchen keinen Ladungsiiberschuf, und demzufolge tritt keine Wanderung 
ein (vgl. Wuhrmann, Wunderly 1952). Durch geeignete Variation des Py: Wer- 
tes der Pufferlésung, in welcher die Papier-Elektrophorese vorgenommen wird, laiBt 
sich die Lage des IEP gut bestimmen. Auf Abb. 2 erkennt man aus den angefirbten 
Filterpapierstreifen, daf bei Py, 8.8 alles Protein der Himolymphe von D. hydei 


normal sich auf der alkalischen Seite 
seines IEP befindet und somit ent- 
sprechend der negativen Aufladung 
zur Anode wandert. Auf dem folgen- 
den Papierstreifen sieht man, wie die 
Wanderungsgeschwindigkeit sich bei 
Pry 72 bereits deutlich verlangsamt hat. 

Beim Papierstreifen mit p, 6,7 
ist die Umkehr der Wanderungs- 
richtung zur Tatsache geworden; 
und bei py, 6,2 wandert das Pro- 
tein der Hamolymphe ebenso rasch 
kathodenwirts, wie es bei py 8.8 
anodisch beweglich ist. Aus dem 
Versuch bei p, 6,7 laft sich fol- 
gern, daf die Komponente A ihren 
IEP etwa bei p, 6,7 und die Kom- 
ponente B etwa bei p, 7.0 hat; so- 
mit liegen beide nicht weit vom 
Neutralpunkt entfernt und unter- 
scheiden sich deutlich vom Serum- 
albumin, das seinen IEP bei p, 4,4 
hat. Eine weitere Prazisierung 
des Proteincharakters wiirde die 
quantitative Bestimmung der 
Aminosaurebausteine erbringen; 
jedoch miifte vorerst sauber von 
den gefarbten Reaktionsproduk- 
ten abgetrennt werden. Die letz- 
teren geben sich auf dem Papier- 
streifen als dunkler Fleck zu er- 


kennen, der genau mit dem Orte des Auftrages der Haimolymphe zu- 
sammenfallt (Startlinie). Diese gefarbten Reaktionsprodukte lassen im 
Py-Bereich von 8,8 bis 6,2 keine Wanderung erkennen. Die Verbreiterung 
des Startstriches, wie es auf Fig. 3 oben gut sichtbar wird, ist die Folge 


von Diffusionsvorgangen. 


c) Charakterisierung der Koagulation 


Nachdem die Koagulation der Himolymphe im Gegensatz zu jener des 
Blutes sehr langsam verlauft, war die Méglichkeit gegeben, die Zeit- und 
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Abb. 2. Bestimmung des _isoelektrischen 

Punktes der larvalen Blutproteine von 

Drosophila hydei mittels Papier-Elektro- 
phorese im p,-Bereich von 88 bis 6,2. 
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Temperaturabhiangigkeit dieses Vorganges mit PE zu kennzeichnen. 
Zu diesem Zweck wurden je 0,06cm* der frisch gewonnenen Himolymphe 
von D. hydei normal auf einen Filterpapierstreifen gebracht und in feuchter 
Kammer bei 18° aufbewahrt. Nach 3, 6, 9 und 24 Std. wurden je ein Streifen 
der PE unterworfen. Die Papiere der Kolonne links auf Abb. 3 zeigen, 
wie mit der Zeit immer weniger Protein wandert und schlieflich nach 
24 Stunden iiberhaupt alles Protein an den Ort der Koagulation gebun- 
den ist. 

Um auf Lipoide zu priifen, wurde die obere Hialfte des 24-Stunden- 
Papierstreifens links unten wahrend 24 Stunden mit der Bloorschen Mischung 
von 3 Teilen Athanol und 
1 Teil Athylather am Riick- 
flu@ extrahiert. Die nach- 
folgende Farbung lat kaum 
einen Unterschied erkennen, 
so daf Lipoid nur in sehr 
kleinen Mengen vorhanden 
sein kann. Mittels kombi- 
nierter Farbung durch 

Cibablau/Sudan- 
schwarz auf Papier, wo 
viel Hamolymphe aufgetra- 
gen worden war, gelang der 
farberische Nachweis von Li- 
. poid. Daes keine Wanderung 
4 zeigt, handelt es sich nicht 

. um Lipoprotein oder Phos- 
torte.  Pholipoide, sondern eher 


: c 
Abb. 3. Bestimmung des zeitlichen Ablaufes der um Neutralfett oder Fett- 


Koagulation der larvalen Blutproteine von Droso- sdureester. Die Kolonne 
phila hydei. rechts auf Fig. 3 zeigt. ana- 


loge Versuche, wo der Ha- 
molymphe jeweils 1 Tropfen Heparinlésung beigemischt worden war. 
Eine Hemmung des Koagulationsablaufes ist indessen nicht eingetreten, so 
daf die Beteiligung von Thrombin ausgeschlossen werden kann. Ebenso 
hatte Monochloressigsiure keine sichtbare Wirkung auf den Gerinnungs- 
ablauf. Derselbe ist somit abhangig von der elektrischen Ladung und dem 
Grade der Solvatation der Ionen, welche sich an der Oberflache der Kolloid- 
teilchen befinden. Dieser Anderung der kolloid-chemischen Gegebenheiten 
iiberlagert sich die Autoxydation ungesattigter Verbindungen. 

Es ist bekannt, daft fiir viele chemische Reaktionen eine Erhéhung der 
Temperatur um 10° eine Verdoppelung der Reaktionsgeschwindigkeit her- 
beifiihrt. Sowie jedoch Makromolekiile wie die Proteine an der Reaktion 
teilhaben, ist die Temperaturabhiangigkeit oft gerade umgekehrt. 
So verlauft die Denaturation von Ovalbumin durch Urea in der Warme 
langsamer; wahrend Fermentreaktionen im allgemeinen durch Warme be- 
giinstigt werden, bis zu jener Temperatur, wo die Hitzestabilitat des Enzym- 
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systems aufhért. Um die Temperaturabhingigkeit der Koagulation. der 
Héimolymphe von Dros. mel. normal und letal-Mutante lir zu charakteri- 
sieren, haben wir auf je einen Filterpapierstreifen 0,08 cm* davon in diinnem 
Strich aus Mikropipette aufgebracht. Die Papierstreifen wurden in feuchte 
Kammern gebracht und dort bei 38° / 18°/2° wahrend 15 Stunden verwahrt. 
Nach dieser Zeit wurde in iiblicher Weise die Papier-Elektrophorese vor- 


genommen. Das Ergebnis der mit Brom- 
phenolblau gefarbien Streifen geht aus 
Abb. 4 hervor. 

Der Vergleich zeigt, wie die héhere 
Temperatur die Koagulation begiinstigt 
und dadurch mehr Protein gebunden wird. 
Um dies naherungsweise zahlenmafig zu 
belegen, haben wir die vom gewanderten 
Protein bedeckten Flachen planimetvriert. 
Sie verhalten sich bei 38°/18°/2° fiir 
D. melanogaster normal wie 5,5/7,2/20,1 
und bei der lir-Mutante wie 5,5/7,8/12,0. 
Da der Proteingehalt der Hamolymphe 
der Mutante kleiner ist, so sind die Zahlen- 
verhaltnisse nicht in quantitativem Sinne 
vergleichbar; dagegen kann man schlie- 
Ren, daft die Temperaturerhéhung von 2° 
auf 18° den gréReren Einflu&® auf die Koa- 
gulation ausiibt als jene von 18° auf 38°. 
Wie nicht anders zu erwarten war, ver- 
lauft die Koagulation als endo- 
thermer Vorgang. Es erscheint als nicht 
ausgeschlossen, da solche Uberlegungen 
eine praktische Verwertung finden fiir die 
Zwecke der Ziichtung und der Operations- 
technik (Transplantation). Beard (1950), 
welcher die Koagulation der Hamolymphe 
von Popillia japonica und von Galleria 
melonella untersuchte, fand keine spezi- 
fischhen Wirkungen von oxydierenden und 
reduzierenden Substanzen; ebensowenig 
von Hirudin, Heparin, Zitraten, Oxala- 
ten, Dicumarol und Calciumcyanid. Ver- 








Abb. 4. Temperaturabhangigkeit 
der Koagulation der Haemolym- 
phe von Drosophila melan. nor- 
mal (auf den Papierstreifen das 
obere Diagramm) und der Mutante 


ltr (auf den Papierstreifen das 
untere Diagramm). 


suche mit Phosphatpuffern ergaben, dafi die Gerinnung zwischen p, 3 und 
Py 8 erfolgt und durch oberflichenaktive Stoffe gehemmt werden kann. 


Diskussion 


Ziel dieser Arbeit war es, naiheren Aufschlu& iiber die Auswirkungen 
der Letalfaktoren ltr von D. melanogaster und |p| von D. hydei zu er- 


halten. Von allgemeinen Gesichtspunkten, die in Untersuchungen iiber die 
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Wirkungsweise von Genen zu beriicksichtigen sind, sollen die folgenden 
kurz hervorgehoben werden: 


i. Aus biochemischen und genetischen Arbeiten, haupisichlich am 
Mikroorganismus, geht hervor, da Gene Schliisselstellungen im biochemi- 
schen Gefiige der Organismen einnehmen. Durch die Mutation eines Gens 
kann der Stoffwechsel so geandert werden, daft quantitative und qualita- 
tive biochemische Unterschiede enistehen. Es scheint, da diese Unterschiede 
hiufig auf Verlust oder Inaktivierung eines bestimmten Fermentes zuriick- 
gefiihrt werden kénnen (Beadle 1945). 


2. Das augenfallige Resultat einer Genanderung bei héheren Organis- 
men sind die mannigfaltigen morphologischen Auswirkungen, die in ihrem 
Endergebnis als Wirkungsmuster oder, wo es sich um Letalfaktoren handelt, 
als letales Schadigungsmuster erfaft werden kénnen (Hadorn 1945). Die 
Genwirkung kann selbstverstandlich nur verstanden werden bei gleich- 
zeitigem Einblick in die entwicklungphysiologischen Zusammenhiange. Eine 
Schwierigkeit besteht jedoch darin, daf die fiir genetische Untersuchungen 
geeignetsten Objekte entwicklungsphysiologisch wenig bekannt sind und 
da auferdem die entwicklungsphysiologische Analyse in keinem Fall so 
weit gediehen ist, daff eine Definition biochemischer Veranderungen méglich 
ware, die der Determination, Segregation und Differenzierung vor Organen, 
Geweben und einzelnen Zellen zugrunde liegen. 


3. Eine offensichtliche oder versteckte Pleiotropie ist in der Regel charak- 
teristisch fiir Mutationen héherer Organismen. Die Grundlage einer solchen 
Spezifitat der Genwirkung kénnte darin liegen, daf eine bestimmte Ver- 
anderung des Stoffwechsels zwar samtliche Zellen des Organismus erfaft, 
aber nur in bestimmten dafiir sensiblen Zellen eine bleibende Anderung 
zur Folge hat, die als Abweichung von der Norm sichtbar wird. Anderseits 
besteht die Méglichkeit, da die Aktivierung eines Gens von Anfang an 
beschrankt ist auf bestimmte Gewebe oder Differenzierungszustinde von 
solchen. Die reich differenzierten Schadigungsmuster bestimmter spatwir- 
kender Letalfaktoren von Drosophila bieten giinstige Voraussetzungen fiir 
eine entwicklungsphysiologische Analyse der betreffenden Genwirkung 
(Hadorn 1948). 


Es ist deshalb naheliegend, zu untersuchen, ob bei solchen Letalfaktoren 
mit eindriicklichen morphogenetischen Effekten qualitative oder quantita- 
tive chemische Veranderungen nachgewiesen werden kénnen, entsprechend 
den sogenannten biochemischen Mutationen bei morphogenetisch weniger 
differenzierten Organismen und Einzellern. Anderungen im biochemischen 
Gefiige sind hier um so mehr zu erwarten, als schon zwei ganz zufallig aus- 
gewahlte, die Vitalitat kaum beeintrachtigende Augenfarbmutanten (rb 
und v von D. melanogaster) in einem bzw. in zwei Antigenen vom Wildtyp 
verschieden sind, d. h. wahrscheinlich qualitativ verschiedene Proteine ent- 
halten (Fox 1948). Entsprechendes wurde von Caspari und Dalton 
(1949) fiir die Mutanten T (Kurzschwinzigkeit) bei der Hausmaus und 
a (helle Augenfarbe) bei Ephestia kiihniella gefunden. Bei Ephestia scheint 
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zum mindesten einer der beteiligten Stoffe in Protein der Globulinfraktion 
zu sein. Schon friihere Untersuchungen hatten gezeigt. da das Gen a von 
Ephestia die Umwandlung von Tryptophan verhindert, was zu einer An- 
haufung dieses Stoffes fiihrt, der, wenn nicht vollstandig, so doch gréften- 
teils in Proteinen enthalten ist (Caspari 1946). Eine qualitative Ver- 
schiedenheit der Proteine aufert sich auch darin, daft Proteine der a-Mutante 
widerstandsfahiger sind gegen autolytische Fermente als die Proteine des 
Wildtypus (Caspari und Richards 1948). Daf im vorliegenden Falle die 
Unterschiede tatsachlich einer Wirkung der betreffenden Letalfaktoren zu- 
zuschreiben sind, ist zwar nicht bewiesen, aber mindestens wahrscheinlich. 
Vor allem kénnte der Einwand erhoben werden, daf die zum Vergleich 
verwendeten Entwicklungsstadien normaler und letaler Larven in ihrem 
physiologischen Entwicklungszustand verschieden sein kénnten und daf 
die gefundenen Unterschiede méglicherweise einer Differenz im Entwick- 
lungszustand zuzuschreiben waren. Da dieser Einwand nur durch miihsame 
Serienuntersuchungen verschiedener Entwicklungsstadien widerlegt werden 
kénnte, mute auf eine solche Kontrolle verzichtet werden. 

Die elektrophoretische Priifung hat fiir die Blutproteine zwar keine 
Unterschiede aufgezeigt, die eindeutig auf eine Entstehung qualitativ ver- 
schiedener Proteine unter dem Einflu® von Letalfaktoren hindeuten wiirden, 
wohl aber quantitative Abweichungen vom Wildtyp. Dies gilt vor allem 
fiir die |pl-Mutante von D. hydei, wo das Mengenverhiltnis der Proteine 
A und B sehr stark verschoben ist. Dagegen ist die Abweichung bei ltr 
von D. melanogaster gering. Es kinnen deshalb die Proteine A und B nicht 
mit den durch Koagulation trennbaren Fraktionen (Gloor 1949) in Be- 
ziehung gebracht werden. Vergleicht man D. melanogaster mit D. hydei, so 
findet man auf Grund der elektrophoretischen Charakterisierung eine 
ziemlich iibereinstimmende Proteinzusammensetzung. Deren Mengenver- 
haltnisse sind zwar verschieden, doch ergibt sich der bemerkenswerte Be- 
fund, daft noch gréfere Abweichungen innerhalb einer Art (hydei) durch 
einen Letalfaktor verursacht werden kénnen. 


Zusammenfassung 


Die Papier-Elektrophorese der larvalen Blutproteine von normalen und 
letalen Genotypen von Drosophila melanogaster und Drosophila hydei laBt 
stets zwei verschieden rasch wandernde Proteinfraktionen erkennen; diese 
zeigen bei der quantitativen Auswertung betrachtliche Unterschiede. Der 
isoelektrische Punkt der beiden Fraktionen liegt bei p, 6,7 und bei p, 7,0. 

Um die Koagulation der Hamolymphe in vitro zu charakterisieren, wird 


_ deren Zeit- und Temperaturabhangigkeit gemessen. Im beobachteten Tem- 


peraturintervall von 2 bis 38°C verlauft die Koagulation endotherm; sie 
bleibt unbeeinflu&t durch Zusatze von Heparin und Monochloressigsaure. 


Wir verdanken die Mitarbeit von Frau Dr. E. Gloor und Fri. Dr. Bru- 
nold sowie die technische Mithilfe von Frl. R. Salzmann. 
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EiweiSpolyeder in Pereskiopsis-Virustragern 
Von 
Friedl Weber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 24. Dezember 1952) 


Dafi Parakristalle von Eiweif® in Kakteen vorkommen, wenn diese 
Virustrager sind, dariiber wurde schon berichtet (Weber und Kenda 1952, 
Weber, Kenda, Thaler 1952). Die Form dieser Gebilde kann sehr ver- 
schieden sein, ihr Bau ist im allgemeinen faserig, Kiister (1951: 437) be- 
zeichnet daher die ,,Eiweifspindeln“, die schon lange bekannt waren, bevor 
man ihr Auftreten als die Folge einer Virus-Infektion betrachtete, als 
»hiweibfibrillenbiindel*. Uber das Vorkommen polyedrischer Eiweif- 
kristalle in Kakteen-Virustragern war bisher nichts bekannt. 

In den Blattern von Pereskiopsis pititachke haben Weber, Kenda, 
Thaler (1953) groe granulire cytoplasmatische Einschlufkérper haupt- 
sichlich in den Epidermiszellen gefunden. Diese X-bodies neigen zur 
Kristallbildung, und es entstehen dabei mehr oder weniger zahlreiche 
kleine, nadelférmige Parakristalle, die sich auch zu gréferen Eiweiffspin- 
deln vereinigen kénnen. In alternden Blatiern, zu Beginn der Vergilbung, 
kénnen in den X-Kérpern Vakuolen auftreten, und haufig bilden sich dabei 
in einem X-Kérper in Ein- oder Mehrzahl Kristalle von nicht spindeliger 
Gestalt (Abb. 1 und 2). Diese polyedrischen Kérper, die sich in den Va- 
kuolen der cytoplasmatischen EinschluRkérper befinden, sind in vivo gut 
zu sehen, sie erfiillen in der Regel den Vakuolenraum nicht ganz, so dal 
zwischen der deutlich sichtbaren Vakuolenhaut und dem Polyeder ein op- 
tisch leerer Raum liegt. Diese Polyeder, deren Gréfe je nach der Grofe der 
X-body-Vakuolen verschieden ist, sind doppelbrechend, sie geben die Mil- 
lonsche Reaktion und nehmen in Jodjodkali braune Farbung an. Es darf 
vermutet werden, dafi es sich um Eiweifkristalle handelt. 

; »Hexagonale Viruskristalle* hat Kausche (1939) fiir Haarzellen mo- H 
saikkranker Tabakblatter beschrieben und abgebildet. Gleich aussehende 

Kristalle fanden sich in den Blattepidermis-Zellen von Pereskiopsis piti- 

tache, und zwar aufferhalb des X-Kérpers. Es war zuniachst naheliegend. 

auch diese Kristalle fiir Virus-Eiweifkristalle zu halten. Diese auferhalb 

des Einschlufkérpers liegenden Kristalle (Abb. 3) geben aber keine Eiweif- 
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reaktionen und sind viel stirker doppelbrechend als die Eiweifkristalle | 
innerhalb des EinschluRkérpers. Da die ..hexagonalen Kristalle“ selten auf- 





¥ MSR Bre : oe \ 4 
Abb. 1. Blatt-Epidermiszelle von Pereskiopsis pititache. In zwei Vakuolen des cyto- i 
plasmatischen Einschlu&kérpers je ein Eiweifpolyeder. 
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Abb. 2. Blatt-Epidermiszellen von Pereskiopsis pititache. Cytoplasmatische Ein- 
schlufk6érper mit EKiweifpolyedern. 


treten, so konnten an ihnen nicht geniigend Reaktionen ausgefiihrt werden, 
um ihre Natur aufzuklaren. 





Die Exemplare von Pereskiopsis pititache, die vom Institut fiir syste- 
matische Botanik der Universitat Graz in entgegenkommender Weise zur 


an . “= ‘ a 
Abb. 3. Blatt-Epidermiszelle von Pereskiopsis pititache. Ein ,.Hexagonaler Kristall“ 
nicht-eiweiBartiger Natur. 


Untersuchung zur Verfiigung ge- 
stellt wurden, weisen alle in den 
Epidermiszellen der Blatter cyto- 
plasmatische Einschlu&kérper auf. 
Es darf angenommen werden, dal 
alle diese Pflanzen Virustrager 
sind. Virusfreie Exemplare stan- 
den nicht zur Verfiigung. Es kann 
daher nicht gesagt werden, ob die 
hexagonalen Kristalle, die aufer- 
halb der Einschlu®k6rper. auftre- 
ten, auch in virusfreien Pflanzen 
zu finden sind. 

Andererseits kann es kaum frag- 
lich sein, dali die Pflanzen, die die 
typischen cytoplasmatischen Ein- 
schluRképer zeigen, auch wirklich 
viruskrank sind. Uber viruskranke 
Kakteen haben schon 1932 Pape 
sowie Blattny und Vukolov 
berichtet. Ich wurde auf diese Ar- 


- beiten eben erst durch Herrn Dr. 


H. A. Uschdraweit (Biologische 
Zentralanstalt fiir Land- und Forst- 
wirtschaft Berlin-Dahlem) in dan- 


kenswerter Weise aufmerksam gemacht. Die genannten Autoren haben 
Symptome der Mosaikkrankheit bei den von ihnen untersuchten Kakteen 
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Abb. 4. Viruskranke Pereskiopsis pititache. 
SproRspitze gekriimmt. 
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festgestellt. Solche Symptome sind an den mir zur Verfiigung stehenden 
Exemplaren von Pereskiopsis pititache derzeit nicht zu sehen. Dagegen fallt 
es auf, daft bei zwei Pflanzen die Sprofspitze eine Kriimmung aufweist 
(Abb. 4), fiir die eine auferliche Ursache (etwa einseitige Beleuchtung) nicht 
ersichtlich ist. Verbiegungen der Sprosse kommen bei verschiedenen Virus- 
krankheiten vor: Kiinkel (1944) bildet das .,bending of stems caused by 
the disease“ fiir an Virosen leidende Tabak- und Spinatpflanzen ab. 


Zusammenfassung 


In den Epidermiszellen der Blatter von Pereskiopsis pititache finden sich 
cytoplasmatische EinschluRkérper mit Vakuolen. In den Vakuolen kénnen 
Eiweiftpolyeder auftreten. Abgesehen von diesen mikroskopisch erkenn- 
baren Anzeichen einer Viruskrankheit zeigen diese Pflanzen als auferlich 
sichtbares Symptom einer Virose Kriimmung der Sproftspiize. 


Literatur 


Blattny und Vukolov, 1932: Mosaik bei Epiphyllum truncatum. Gartenbau- 
wissenschaften 6. 

Kausche, 1939: Uber die Bildung von hexagonalen Viruskristallen. Naturwissen- 
schaften 27, 77. 

Kunkel, 1944: General Pathology of Virus Infections in Plants. In Doerr und 
Hallauer: Handhtch der Virusforschung, 1. Erganzungsband. Wien. 

Kiister, 1951: Die Pi: cenzelle. 2. Aufl. Jena. 

Pape, 1932: Mosaikkrankheit an Glieder-, Blatt- und Rutenkakteen. Gartenwelt 36. 

Weber und Kenda, 1952: Cactaceen-Virus-Eiweifspindeln. Protoplasma 41. 

— 1952: Die Viruskérper von Opuntia subulata. Protoplasma 41. 

—,Kenda, Thaler, 1952: Viruskérper in Kakteen-Zellen. Protoplasma 41. 

— — — 1953: Eiweifspindeln und cytoplasmatische Einschlu&kérper in Pereskiop- 

sis. Protoplasma 41. 








RELI 











Die Grana-Anordnung in Chloroplasten 


Von 
W. Mevius sen. und D. Diivel 


Aus dem Staatsinstitut fiir allgemeine Botanik, Hamburg 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 2. Februar 1953) 


Die wechselvolle Geschichte der Theorien iiber den Aufbau der fiir das 
Leben auf der Erde wichtigen Chloroplasten lat die Schwierigkeiten durch- 
blicken, die schon im blofen Erkennen der Granen liegen. Uber Lage und 
Anordnung dieser an der Grenze des Auflésungsvermégens der Licht- 
mikroskope liegenden Kérperchen bestehen verstandlicherweise die ver- 
schiedensten Ansichten, von denen nur einige hier erwahnt werden sollen. 

Heitz (1936a,b), der die von A. Meyer (1883) und A. F. Schimper 
(1885) aufgestellte Granalehre klar beweisen konnte, beschreibt die Grana 
als chlorophyllhaltige Scheiben, die im farblosen Stroma des Chloroplasten 
verteilt sind. Rezende-Pinto (1952) vertritt die Ansicht, daf die den 
Blattfarbstoff tragenden Grana rosenkranzartig an einem fadenartigen 
Chloroplastonema aufgereiht sind und in Spiralform lediglich die Ober- 
fliche der Chloroplasten umwinden. Nach Strugger (1951) liegen die 
Grana genau senkrecht geldrollenférmig untereinander. Vor Strugger 
hat Menke (1940) in einer schematischen Zeichnung diese saulenartige, ge- 
schichtete Anordnung gewahlt, ohne sie jedoch im Text naher zu erwahnen. 

Die an verschiedenen Pflanzen (Aspidistra elatior, Dracaena 
deremensis, Impatiens parviflora u. a.) durchgefiihrten eigenen 
Chloroplastenuntersuchungen erbrachten folgende Ergebnisse. 

Die subjektiven Beobachtungen hatten gezeigt, daft bei wechselnder 
Hoheneinstellung des Mikroskoptubus die Grana der in Aufsicht liegenden 
Chloroplasten nicht genau unter- bzw. iibereinander lagen, sondern daf 
tiefer im Stroma liegende Grana im Vergleich zu hoher liegenden seitlich 
versetzt waren, d. h. daff sie ihre Lage innerhalb einer zum Mikroskoptisch 
parallelen Ebene verandert hatten. Die Richtung der seitlichen Verlagerung 
war dabei nicht einheitlich, was dann vielleicht durch Wanderung etwaiger 
Beckescher Linien, durch Beugungserscheinungen oder sonstige rein op- 
tische Effekte hatte erkairt werden kénnen. Die Beobachtungen konnten 
durch photographische Aufnahmen bestitigt werden. Der photographische 
Nachweis einer Ortsinderung der Granen erfordert eine Anzahl nicht ver- 
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anderlicher fester Bezugspunkte, die in der Aufnahme mit erscheinen. Das 
Einfiigen einer festen Marke, dies konnte z. B. ein reguliarer, unléslicher 
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Abb. 1. Lebender Chloroplast von Impatiens parviflora in Flachenansicht. Gitter- 
abstand entspricht 5,5 uv. 








Kristall sein, in das Objekt selbst war ohne Schadigung der Chloroplasten 
bisher nicht méglich. So wurden Okularnetzmikrometer zu festen Bezugs- 
systemen gewahlt. Bei den Aufnahmen wurde wie folgt vorgegangen: Ein 
































i” 

“ | 
aa 

— , 

4& ee 
oo a , 
. Pee 
ia r 


Abb. 2. Derselbe Chloroplast wie auf Abb. 1 bei tieferer Tubuseinstellung. 


durch einige Tage Abdunkeln starkefrei gemachter Chloroplast, dessen 
gréRte Ausdehnung senkrecht zur Mikroskopachse lag, wurde in die Mitte 
des Blickfeldes gebracht. Bei der obersten Scharfeinstellung wurden Chloro- 
plast und Netzmikrometer photographiert. Dann wurde der Mikroskop- 
tubus um 0,3—0,4 u heruntergedreht. Nach der Senkung wurde erneut eine 
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Aufnahme gemacht und nach der nachsten Senkung wieder eine. Die Auf- 
nahmen trafen also optische Schnitte, die einen Héhenunterschied von 0,3 





Abb. 3. Starkefreier Chloroplast in Profilstellung. 


bis 0.44 hatten. Zwischen den Aufnahmen verstrichen nicht mehr als 5 sec. 
Das Photomaterial wurde dann gleichmafig behandelt und vergréRert. Eine 
eventuelle Verzerrung der Negative oder Positive wurde durch Abstands- 
messungen mehrerer Fixpunkte kontrolliert. Die Ausmessungen der Granen 
in ihrer Lage zum mitphotographier- 
ten Netz erfolgte mit einer Gitter- 
platte, deren Strichabstand 1 mm be- 
trug und deren Koordinatennullpunkt 
ein bestimmtes Fadenkreuz war. Die 
Abbildungen 1 und 2 zeigen zwei auf 
diese Weise erhaltene optische Schnitte 
durch einen Chloroplasten einer leben- 
den Schwammparenchymzelle von I m- 
patiens parviflora. Der Sdhnitt 
auf Abb. 1 liegt ungefahr 400 mu 
héher als der auf Abb. 2, der eine Re- 
gion unterhalb der Mitte des Chloro- 
plasten getroffen hat. Beim Vergleich 
dieser beiden Bilder erkennt man die 
unterschiedliche Lage der jeweils yh 4. Schema der Granaanordnung 
scharf erscheinenden Granen. Dies wird eines Chloroplasten in Aufsicht. 
scharf erscheinenden Granen. Dies 
wird durch eine Ortsbestimmung der Granen mit Hilfe des Koordinaten- 
systems der Gitterplatte bestatigt und ebenso durch ein Aufeinanderlegen 
transparenter Bilder. 

Die Beobachtung von Chloroplasten in Profilstellung brachte weitere 
Aufklirung iiber die Granaverteilung. Die Granascheibchen lagen leicht 
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Protoplasma, Bd. XLII/3. 
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seitlich versetzt iibereinander, so daf sie schrag stehende Séulen zu bilden 
schienen, die sich nach verschiedenen Richtungen neigten. Abb. 3 zeigt einen 
lebenden Chloroplasten in Seitenlage, der einer Zellwand anliegt. Im rech- 
ten Drittel des deutlich sichtbaren Chlorophyllkorns erkennt man eben noch 
die hier als Striche erscheinenden Grana in Seitenansicht. Weiter zur Mitte 
hin wird die Lagerung kompakter. Die nach verschiedenen Seiten sich nei- 
genden Granasaulen sind mehr oder weniger klar zu erkennen. 

Abb. 4 zeigt die aus den Beobachtungen und den photographischen Auf- 
nahmen und Messungen zu folgernde Granalage in einem Schema. Die 
Scheibchen sind gegeneinander versetzt angeordnet, wie es die einzelnen 
Miinzen in einer schrag zur Seite geneigten Geldrolle auch sein kénnen. 
Diese schief stehenden Saulen scheinen sich oft bis in die gegenseitigen 
toten Raiume zu erstrecken. In diesem Bild soll ein ausgezogener kleiner 
Kreis ein Granum in der Zeichenebene, ein unterbrochener ein tieferes und 
ein gestrichelter ein noch tiefer liegendes darstellen. 

Diese Chloroplastenstruktur wiirde zwischen den Ansichten von Heitz 
(1936a,b), der iiber Geldrollenanordnung der Granen nichts aussagt, und 
Strugger (1951) stehen, der immer nur die senkrechte Geldrollenform ge- 
funden hat. Auch Rezende-Pinto (Abb. 2, 1952) ordnet in seinem 
Schema eines Chloroplasten in Seitenansicht die Grana nicht senkrecht tiber- 
einander, aber seine Deutungen und Erklarungen sind ja grundsatzlich 
andere. 

Die Arbeitshypothese, daft die Grana eine durch intergranulare Lamellen 
oder durch andere Strukturelemente erméglichte Lageverainderlichkeit be- 
sitzen, daft sie also einmal senkrecht untereinander, ein andermal schrag 
gegeneinander versetzt sind, ware mit der Aufgabe dieser chlorophyll- 
haltigen Scheiben ohne weiteres vereinbar. Versuche, ob wechselnde Licht- 
verhiltnisse einen Einflu@ haben auf die Granaverteilung, also praktisch 
auch auf die die Lichtenergie auffangende Gesamtfliche der Grana, er- 
lauben bisher noch nicht, Aussagen zu machen. 
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Doppelbrechung und Orientierungsrate der Leptonen 
flieSenden Protoplasmas 


Von 
Hans H. Pfeiffer 


Aus dem Laboratorium fiir Polarisations-Mikroskopie, Bremen 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 20. Oktober 1952) 


Meinen ,,capillary birefringent effect of flow“ des Protoplasmas [7 a—c, 
e, 8, 7g, k] habe ich in der Weise zu deuten versucht, daft ich die beim 
Fliefen des Protoplasmas durch Capillaren aufiretende Anisotropie (Dop- 
pelbrechung und Beugungspolarisation; s. [7f|) auf die dabei hervor- 
gerufene Orientierung der protoplasmatischen Leptonen zuriickgefiihrt 
habe. Erfahrungen mit variierenden Intensitaten der Anisotropie haben 
diese Annahme eigentlich schon immer gestiitzt, bediirfen aber vielleicht 
einer quantitativen Bestatigung durch Bestimmung der Abhiangigkeit 
der Anisotropie von der Flie®geschwindigkeit bzw. dem Ver- 
streckungsgrade des Materials. Mit der bis soweit geiibten Technik [7 e| 
kommt man hierbei aber nicht aus, vielmehr maf das Protoplasma in den 
einzelnen Versuchsserien in quantitativ festgelegten Geschwindig- 
keiten zum Fliefen gebracht werden. Uber Versuchsanordnung und Re- 
sultate solcher Untersuchungen sei hier jetzt kurz berichtet. 

Material und Apparatur. — Zur Beschaffung des Versuchs- 
materials sind nach der Methode von Kiister (1910) nackte Proto- 
plasten (Gymnoplasten) vor allem aus Zellen der Zwiebelschuppenepidermen 
von Tulipa isoliert und zur Fusion gebracht worden [1, 5, 4a—b, 7d|. Nur 
wenn es gelingt, eine vollkommene Fusion der Gymnoplasten, nicht nur 
ihre Verklebung an der Kontaktflache, zu erreichen und sie zu einem 
gemeinsamen Tropfen zusammenfliefen zu lassen, kann das Material zu 
den Fliefversuchen benutzt werden. 


Um einen quantitativ definierbaren Streckungsgrad des Ma- 
terials durch eine festgelegte Flie®geschwindigkeit zu gewahrleisten, ist ein 
Verfahren von Gerendas [3| angewandt worden, welches dieser zur Her- 
stellung gleichmafig beschaffener Myosinfaiden unter Benutzung einer 
eigens konsiruierten A pparatur (Abb.1) eingefiihrt hat. 
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Auf ein Tischchen, welches durch einen kleinen Elektromotor E mit veriander- 
lichher Geschwindigkeit gedreht werden kann, wird eine Petrischale P mit einer 
verdiinnten Salzlésung gebracht, in welche aus einer Auslaufcapillare C, die mit 
einem kleinen Reservoir R verbunden ist, das Material der zusammengeflossenen 
Gymnoplasten ausgepreft wird. Der dazu erforderliche Druck iiber dem Ver- 
suchsmaterial wird mittels einer kleinen Gummipumpe B’ hervorgerufen. mittels 
eingeschalteten Gummiballs B” stabilisiert und an zwischengeschaltetem Mano- 
meter M gemessen; auch kann der Druck nach Bedarf durch einen seitlich an- 
gebrachten Quetschhahn S aufgehoben werden. Die AusfluRapparatur (Capillare 
mit Reservoir) ist verschiebbar an einem Tragbalken montiert. Erst wenn die — 
zur Gelbildung benutzte — Fliissigkeit in der Petrischale durch die Tatigkeit des 

Motors als Ganzes zum 

M FlieRen gekommen ist, 

darf durch Aufsetzen des 
Druckes in der Appara- 
tur das Protoplasmama- 
terial in der Auslaufrich- 
tung ausgespritzt werden. 

Die Intensitaét der 
Doppelbrechung __ ist 
mittels kompensa- 
torischer Messung 
mit 4/30-Glimmerplatt- 
‘TT | TT 1 chen bestimmt worden 

, |7i]. Die ermittelten 
Abb. 1. Versuchsanordnung nach der Apparatur von Werte sind nicht in 
Gerendas [3]; s. die Textausfiihrungen. Abhangigkeit vom pro- 
zentualen Streckungs- 
grade selbst verglichen worden, weil sich dieser auf die gesamte Lange 
beziehen muf, bei der angewandten Technik sich die Verstreckung aber 
— insbesondere bei niedrigen Verstreckungsgraden — unregelmafig iiber 
die Lange verteilt. Indem dabei Stellen verschiedener Dicke miteinander 
wechseln, kann die gemessene Verlangerung kein geeignetes Maft fiir die 
Verstreckung an einer gerade beobachieten Stelle des Versuchsfadens sein. 
Aber auch die statt dessen mittels Okularmikrometers bestimmten Dicken 
(Durchmesser) der Faden zeigen, vielleicht hauptsachlich wegen der Ge- 
nauigkeitsgrenze der Messungsapparatur, eine betrachtliche Streuungs- 
breite. So ist denn die Doppelbrechung in Abhangigkeit von der 
Abzugsgeschwindigkeit beim Ausfliefen des Protoplasmas aus der 
Capillare bestimmt worden; die Werte der Abzugsgeschwindigkeit ergeben 
sich mit groBer Genauigkeit direkt aus der Geschwindigkeit der Bewegung 
der Petrischale auf dem Tischchen durch den Elektromotor. 

Ergebnisse und Diskussion. — Durch den Versuch werden aus 
den zusammengeflossenen Tropfen der Gymnoplasten Faden gezogen. 
welche selbstverstandlich nicht mehr als lebend angesehen werden kénnen. 
Da das Material kaum noch Vakuolen enthalt, kann es auch in hyper- 
tonischen Medien nicht eigentlich zum Plasmolysieren gebracht werden, 
sondern nur eine Plasmorrhyse i. S. von E. G. Balbiani erfahren. Bei 
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Jangerem Aufenthalt in Wasser oder hypotonischen wialirigen Lésungen 
beginnen die ausgezogenen Protoplasmafaden zu quellen, doch kann diese 
Verinderung durch Neutralsalze in starker Verdiinnung, etwa durch 
0,002 mol KCl, meist erfolgreich gehemmt werden. Andererseits empfiehlt 
es sich, die fiir den Versuch zu benutzenden fusionierten Tropfen der 
Gymnoplasten zwischen 4 und 5 Std. zu wissern. 


Polarisationsmikroskopisch zeigen die ausgespritzten Proto- 
plasmafaden in den gestreckten Rindenpartien Doppelbrechung negativ 
zur tangentialen Richtung, an den abgerundeten Kappen der beiden Enden 
eine schwiachere negative Doppelbrechung oder Isotropie. Bei Vermessung 
der beiden Zonen nach langere: 
Aufbewahrung der Objekte tre- 
ten die Unterschiede in der 
Starke der Doppelbrechung suk- 
zessiv zuriick. Aus den Befun- 
den muf schon nach vorlaufigen 
Uberlegungen geschlossen wer- 
den, da Verstreckung die Ani- 
sotropie der Auffenlagen des wlUi-. 1.1... , 
Protoplasmas steigert, Nachlas- PR RE, IE PT ag 


: a tush a 200 250 300 350 +00 450 S00cm/s 
sen des mechanischen Insults den Sy . 

é Abb. 2. Abl keit des als Doppelbrechung 
Effekt hemmt. Es kann nicht aus- eer Onan . 


: : : (A n.10—4) ausgedriickten Orientierungsgra- 
bleiben, daft beidem Ausspritzen ges der Leptonen von der Abzugsgeschwin- 
des Protoplasmasaus der AusfluR- digkeit (cm/s) bzw. der Umdrehungszahl/s 


capillare, méglicherweise hervor- der Petrischale. 

gerufen durch strukturelle Diffe- 

renzen innerhalb des ausgespritzten Materials, neben stark gestreckten und 
meist im Durchmesser verringerten Abschnitten auch ziemlich gestauchte und 
dann im Durchmesser vergréferte Partien miteinander wechseln. In sol- 
chem Falle zeigt sich ebenfalls die Anisotropie der durch Zug verstreckten 
Abschnitte der Protoplasmafaden gegeniiber den durch Pressen gestauchten 
Zonen erhdht. Gelungene Versuchsserien, bei denen Protoplasmafaden 
iibereinstimmender Herkunft unter verschiedenen Geschwindig- 
keiten ausgezogen werden konnten, lassen eine anfangs lineare, spater 
langsam ansteigende Zunahme der Anisotropie und damit der Orientierung 
der protoplasmatischen Leptonen erkennen (Abb. 2). Wie auferdem einige 
vorlaufige Versuche ergeben haben, zeigt sich der anisotrope Effekt nicht 
allein als Doppelbrechung, sondern wie bei der friiheren Versuchsanord- 
nung [Ze] auch als Beugungspolarisation [7f|. 




















Solche Ergebnisse sind zwar auch bereits aus dem polarisationsoptischen 


- Verhalten von Protoplasmatropfen, welche in der bisher benutzten rheo- 


logischen Apparatur [7 e| im Lumen von Capillaren mit zugespitzten Enden 
bewegt worden sind, gefolgert worden |7 b—c, k| und werden auch jiingst 
in Versuchen mit mancherlei Seeigeleiern durch Dan und Okazaki [2j 
bestatigt. Aber die quantitative Beziehung zwischen Verstreckungsrate 
der Protoplasmatropfen und Intensitaét der Doppelbrechung resultiert eher 
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aus solchen Versuchsserien mit Gymnoplasten, welche unter unterschied- 
lichen Abzugsgeschwindigkeiten aus den Ausflufcapillaren ausgespritzt 
werden’. Zugleich beweisen die Befunde, daf es méglich ist, mittels der 
beschriebenen Versuchsanordnung die Orientierungsrate der proto- 
plasmatischen Leptonen und als ihren Ausdruck die Doppelbrechung des 
Materials zu steigern. Der Gedanke, daf Spannungen im Protoplasma 
seine Doppelbrechung verandern kénnen. ist freilich nicht neu, war aber 
in der Protoplasmatik bis soweit im wesentlichen eine theoretische An- 
nahme. Wie durch die Befunde von Dan und Okazaki [2] wird der Ein- 
flu& von Zug (Streckung) auf geférderte, von Pressung (Druck) auf ge- 
hemmte Orientierung durch den Nachweis vermehrter bzw. herabgesetzter 
Doppelbrechung auch durch die dargelegten AusflieRversuche exakt belegt. 
Die erzielte Orientierungsrate hangt also — ganz in Bestatigung zu theo- 
retischen Folgerungen Miillers [6] — auffer von molekularen Daten bzw. 
dem chemischen Aufbau noch von einem weiteren Parameter, namlich 
der ,,relativen Verlingerung“, dem Verstreckungsgrade oder der Abzugs- 
geschwindigkeit aus capillaren Spinndiisen ab. Schlieflich sind die Ver- 
suchsergebnisse nur unter der Annahme des (wenigstens postmortalen) 
Vorkommens gestreckter Leptonen, welche durch den Ausspritz- 
mechanismus zur Parallelisierung gebracht werden, verstandlich. Wie schon 
friiher gezeigt worden ist [7h], bildet zu all solchen Folgerungen eine zu- 
kiinftig zu erstrebende quantitativ auszugestaltende Technik 
der Polarisationsoptik die Voraussetzung. 

Angemerkt sei zum Schlusse, daf nach Anwenden diverser Vitalfarbstoffe auf 
die fusionierten Gymnoplasten auch der Dichroismus,. sofern messend vor- 
gegangen wird, sehr empfindlich Veranderungen der Anisotropie erkennen laft, 
so da sich die quantitative Bestimmung des Dichroismus als brauchbarer Indi- 
kator der Variationen des Orientierungsgrades vorkommender (oder bei der Her- 
richtung des Materials entstandener) Leptonen erweist. Uber diese noch mit tech- 
nischen Schwierigkeiten der Versuchsanstellung ringenden Analysen sei aber erst 

nach besserer Beherrschung der Mefttechnik néher berichtet. 


Summary 

At defined speeds threads of protoplasm have been drawn out mechanically 
from a fusion of isolated gymnoplasts using an experimental arrangement 
described by GerendAs [3]. The polarization device, as well as the method of 
measuring the birefringence by means of a variable azimuth compensator of 
fixed retardation, viz. a rotating 4/30-mica plate, is the same as described for- 
merly [7 g—i]. Then in dependence on the variable speeds of formation the proto- 
plasmic threads show a different intensity of negative birefringence, and, what 
is more, it is found a distinct parallelism between birefringence. 
as an expression of the orientation rate of the leptones, and the speed of 
spinning. Always when a birefringent gel like protoplasm is put under 
tension, the intensity of its original birefringence or its orientation rate increases 


1 Durch meinen Aufenthalt zu Vortragen und Diskussionen vor einem Jahre 
in den USA hat sich der AbschluB dieser Versuche leider verzégert; doch war es 
mir bereits damals méglich, dort in grofen Ziigen iiber die Befunde zu be- 
richten. 
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(and in the reverse order). It is to conclude that in order to analyse the leptonic 
structures in dependence on the effective forces, there is a great need for a quan- 
titative approach to the anisotropy of protoplasmic constituents. 
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Vitalfirbbarkeit verschiedener Closterien 
Von 


Karl H6éfler und Helmuth Schindler 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 12. November 1952) 


I. Einleitung 


Die Desmidiaceen sind durch grofe Mannigfaltigkeit der Zellgestalt aus- 
gezeichnet, sie sind dadurch seit alters zu Lieblingen der morphologisch 
ausgerichteten Algenforscher geworden. Daft auch die zytologischen und 
zellphysiologischen Eigenschaften von Art zu Art grofem Wechsel unter- 
liegen, ist erst in jiingerer Zeit beachtet worden (Kopetzky-Rechtperg 
1931/1950, Cholnoky und Hé6fler 1950, Hafler und Schindler 1951, 
Héfler 1951, Krebs 1952, Loub 1952, Hirn 1953). 

Wir haben im Zuge unserer Vitalfarbungsversuche mit Hochmooralgen 
im Spatsommer 1952 Materialien untersucht, welche mehrere Closterium- 
Arten nebeneinander enthielten. Unser bestes Material stammte aus dem 
Ramsauer Torfmoor', es wurde hier im sogenannten quadratischen Wasser- 
loch? gesammelt, einem sehr alten Torfstich, worin das Wasser etwa 1m 
hoch steht und der niemals austrocknet oder bis zum Grund einfriert; es 
enthielt als Grundmasse Oedogonium sp. und darin — neben anderen 
Einzellern, unter denen Glenodinium cinctum dominierte — sehr reichlich 
Closterium lineatum Ehrbg., Cl. juncidum Ralfs var. brevior 
(Ralfs) Roy und Cl. paroulum Nag., minder haufig, aber auch reichlich 
Cl. striolatum Ehrbg., Cl. dianae Ehrbg., Cl. Leibleinii Kiitz., spar- 
licher Cl. lunula (Miill.) Nitzsch. und Cl. gracile Bréb., ganz vereinzelt 
Cl. cynthia De Notaris und Cl. costatum Corda. Ein gegeniiber den 
anderen Wassern des Moores leicht erhéhter Nahrstoffgehalt mag den Clo- 
sterien zur Dominanz verholfen haben. 


1 Vel. H6fler u. Schindler 1951, S. 139, und die Kartenskizze bei Cholnoky 
u. Schindler 1951, S. 226 (,,Standort V“). 

2 Es beherbergt seit der ersten Untersuchung im Jahr 1914 etwa die gleiche 
Algengesellschaft mit etlicien Arten, die im wenige Meter entfernten .,Groftiimpel* 
des Ramsauer Torfmoors fehlen. 
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II. Versuche 

Farbie man dieses Algenmaterial mit dem basischen Oxazinfarbstoff 
Brillantcresylblau® 14 : 10.000 oder 1 : 5000, so fiel auf, dai die ariver- 
schiedenen Closterien sich zum Teil farbten, zum Teil vollig ungefarbt 
blieben. 

Als stark farbbar (Abb. 1) erweist sich iiberall Closterium lineatum. 
Vollig farblos bleibt iiberall. das gleich haufige oder noch haufigere, ja 
dominante Closterium juncidum var. brevior. Von den sparlicher, aber 
stetig vorhandenen Arten sind Closterium Leibleinii stark, Cl. dianae 
maBig stark, Cl. paroulum und Cl. gracile maRig stark bis schwach gefarbt; 
von ungleich alten Membranhalften ist in bekannter Weise meist die altere 
starker, die jiingere schwacher tingiert. Closterium striolatum \akt, wie 
juncidum-brevius, jede Membranfarbung vermissen. Das verschiedene bzw. 
gegensatzliche Verhalten der unter den gleichen Auffenbedingungen leben- 
den, derselben Biocénose angehérenden Arten war in zahlreichen Versuchen 
immer wieder zu beobachten. 

Das gleiche ergab sich bei Behandlung mit Farblésungen, die durch 
Phosphatpufferung auf ein bestimmtes p, gebracht worden waren. Zu den 
meisten Versuchen wurden gepufferte Lésungen verwendet; wir hielten die 
ganze Farbbadreihe vorratig; wir arbeiteten aber vornehmlich mit vier 
py-Stufen, stark alkalisch (py um 10—11), schwach alkalisch, schwach sauer 
(py 4.8), starker sauer (p,, 3,9). Uberall fallt zunachst die Farbbarkeit oder 
Nichtfarbbarkeit der Zellmembran vor allem ins Auge; beide kehren in 
ziemlich weiten p,-Grenzen in gleicher Weise wieder. 

Bekanntlich findet man bei Versuchen in c,-gestuften Farbbadreihen im 
allgemeinen dort, wo die Farbe in dissoziierter Form vorliegt, elektro- 
adsorptive Farbspeicherung in den Zellmembranen, dort aber, wo die Farbe 
in molekularer, permeierfahiger Form vorliegt, vitale Anfarbung im leben- 
den Protoplasten. Dazwischen liegt ein Ubergangsbereich, wo Zellwande und 
Protoplasten sich farben. Beim Brillantcresylblau liegt die Umschlagszone, 
ihnlich wie beim Neutralrot, im neutralen Bereich der p,-Reihe. Ein metho- 
discher Vorteil des Brillantcresylblau liegt darin, da die Farbbase im 
alkalischen Farbbad bei weitem nicht so schnell ausfallt wie das Neutral- 
rot. Wir brachten die Algenproben auf den Objekttrager, saugten rasch ab, 
setzten einige Tropfen Farblésung auf und verteilten die Algen mit Nadeln 
darin, legten, meist nach 10—12 Minuten, ein groffes Deckglas auf und er- 
setzten durch vorsichtiges Durchsaugen mit Filtrierpapier die Farbe durch 
den gleichnamigen n/150 Phosphatpuffer, worin dann beobachtet wurde. 

Aus den Membranen kann die Farbe mit ionisierten Salzlésungen durch 
Adsorptionsverdrangung ausgetrieben werden. Wir lieRen zunachst auf die 
mit Brillantcresylblau gefarbten Materialien 0,5n KCl einwirken*. Die 


3 Die frisch geéffnete Farbpackung, die uns von der Fa. Merck, Darmstadt, 
in dankenswerter Weise iiberlassen wurde, tragt die Aufschrift: 1280, Brillantcresy]- 
blau, Mercks Priaparate fiir Mikroskopie und Bakteriologie. 

* Die Lésung war aus n KCl mit karbonathaltigem Brunnenwasser verdiinnt, 
dadurch wird die schadigende Wirkung durch reine, nicht dquilibrierte K-Ionen 
stark vermindert. 
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Membranen entfarbten sich rapid. Closterium Leibleinii war bald_entfarbt, 
schon 2 Minuten nach dem Durchsaugen trat starke Plasmolyse ein und der 
».Vorraum™ erschien violett. Innen im Protoplasten traten kleine dunkel- 
blaue Kiigelchen auf. Auch die Zellen von Closterium lineatum wurden 
ziemlich rasch entfarbt. Nach 10—12 Minuten sind die meisten Zellmem- 
branen farblos, manche zeigen noch ein zartes Lila. Dafiir tritt die Farbe 
jetzt im Protoplasten auf: durch das Salz wird die Ionisation zuriickge- 
drangt und die Farbmolekiile kénnen permeieren. Die Mehrzahl der Zellen 
zeigt himmelblaue Farbkérnchen. Manche haben diffus kobaltblau gefarbte 
Vakuolen, dafiir keine himmelblauen Fillungskiigelchen. — Closterium 
striolatum und Cl. jun- 
cidum, die vorher keine 
Farbe in den Membra- 
nen gespeichert haben, 
bleiben ungefarbt (zei- 
gen keine Aufnahme 
aus dem Detritus frei- 
gesetzten Farbstoffes). 

Verwendet man zur 
ersten Farbung Lésun- 
gen, die aufer der 
Farbe ein ionisiertes 
Neutralsalz enthalten, 
so wirkt dieses blockie- 
rend und die Zellmem- 
branen, die sich sonst 
elektroadsorptiv an- Abb. 2. Closterium lineatum. Vakuolenteilung und 
firben, bleiben unge- -kontraktion nach Vitalfarbung mit Brillantcresylblau. 
farbt. Die grundle- Vel. Text. 
gende Beobachtung fin- 
det sich schon bei Pfeffer (1886), die Erscheinung ist in jiingerer Zeit viel- 
fach studiert (Czaja 1934—1936, Drawert 1937, Borris 1937, Rehm 
1938 u. a., Hofler und Stiegler 1947, Wiesner 1951), zuletzt an ver- 
schiedenen Gewebszellen héherer Pflanzen von Kiister (1951) vergleichend 
untersucht worden, der Methylenblau verschiedener Herkunft und als Salz 
2nKNO, verwendet. 

Die blockierende Wirkung ist je nach der Konzentration und Ionen- 
wertigkeit des Salzes verschieden stark. Der Brillantcresylblaulésung wurde 
n/2 KCl, welches alle Algen plasmolysiert, oder n/3 KCl, welches den meisten 
Algen gegeniiber schwach hypertonisch ist, zugesetzt. Die Zellulosemem- 
branen der meisten Objekte farben sich nicht. 

In einem Versuch wurde mit 1 : 7500 Farbe + n/3 KCI gefarbt und nach 
7 Minuten reine n/3 KCl-Lésung durchgesaugt: die Closterien zeigten sich 














Abb. 1. Ungleiche Farbbarkeit verschiedener Closterien mit Brillantcresylblau, 
a) Closterium lineatum, b) Cl. Leibleinii, c) Cl. dianae, d) Cl. paroulum, 
e) Cl. gracile, f) Cl. striolatum, g) Cl. juncidum var. brevior. 
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plasmolysiert und ungefarbt. Im Schwesterversuch wurde zuerst mit 1 : 5000 
Brillantcresylblau kurz (6 Minuten) gefarbt und dann Brillantcresylblau 
1 : 7500 — n/3 KCI durchgesaugt. Die Zellwand hat hier kurze Zeit speichern 
kénnen. Eine beobachtete lebende Cl.-lineatum-Zelle laRt schwache Plasmo- 
lyse eintreten, und die Farbe geht in den Protoplasten: die Endvakuole 
erscheint intensiv sattblau, die Hauptvakuole noch gleichmafig und diffus 
graublau gefarbt (Abb. 2a). Bei weiterer Beobachtung sieht man Vakuo- 
lenkontraktion eintreten. Der Zellsaftraum zerfallt dabei in Stiicke, 
die sich langsam verkleinern. Der Fortgang der Kontraktion wurde beob- 
achtet, sie hatte 50 Minuten nach dem Zusatz der Farb-Salz-Lésung den in 
Abb. 2b dargestellten Grad erreicht. Eine Stunde spater waren in vielen 
Cl.-lineatum-Zellen des Praparates die Teilvakuolen ahnlich zu Langs- 
reihen angeordnet. 

Um bei Closterium lineatum solche Inhaltsfarbung rascher und ohne 
Plasmolyse zu erzielen, bewahrt sich ein Farbbad, welches die Farbe in 
1 :5000 Verdiinnung und dazu noch eine geringe hypotonische Menge KCl 
enthalt. Hier tritt zuerst Membranfarbung ein, nach einiger Zeit aber geht 
der Farbstoff in den Protoplasten und massenhaft konvexe Teilvakuolen 
werden sichtbar, die in den durch die Plastidenleisten abgegrenzten Raumen 
in Langsreihen liegen. Bei solcher Behandlung lief sich also Vakuolen- 
farbung und darauf folgend schénste Vakuolenzerkliiftung und -kontrak- 
tion erzielen. Solche ist zuerst bei Cholnoky und Héfler (1950) fiir 
mehrere andere Desmidiaceen beschrieben und abgebildet worden. — Die 
in Abb. 2c dargestellte lineatum-Zelle war mit einer Lésung von 1 : 5500 
Brillantcresylblau + 0,05 n KCI behandelt. Bei C!. lineatum farbten sich hier 
zunachst die Zellwande blau. n/20KCI reicht also bei dieser Art zur 
Blockierung der Farbung nicht aus. Die Membranen anderer Algen, die 
sich im Kontrollversuch ohne Salzzusatz farben, blieben farblos. Als nach 
30 Minuten wieder beobachtet wurde, war auch bei Cl. lineatum die Farbe 
aus der Membran in den Protoplasten iibergetreten: die Endvakuole war 
dunkler violettblau, die Teilstiickke des Zellsaftraumes waren heller kobalt- 
blau gefarbt; die Plastiden und Pyrenoide der Zelle waren intakt. 

Solche Versuche iiber Vakuolenteilung sind bei Closterium lineatum gut 
reproduzierbar. In starker alkalischem Farbbad, wo sich die Farbe in per- 
meierfahigem Zustand befindet, tritt auch ohne Salzzusatz nach gewisser 
Zeit Vitalfarbung im Protoplasten ein. Aber Zellwandfarbung geht auch 
hier zeitlich der Vakuolenfarbung voran. In einem Versuch vom 23. Septem- 
ber war das Algenmaterial 16 Minuten lang in Brillantcresylblau 1 : 10.000 
Py 10—11 gefarbt und dann im gleichnamigen Puffer aufbewahrt. Nach 
1 Stunde war bei Cl. lineatum die Membran noch zart lila gefarbt, die End- 
vakuole, die am reichsten gespeichert hatte, dunkel schwarzlila und die 
kontrahierten, in Reihen liegenden Teilvakuolen kobaltblau gefirbt; die 
Teilstiickke waren im Durchschnitt um 10 uw lang und 3—4 wu breit. 

Von den anderen Versuchsalgen neigen zur Vakuolenieilung besonders 
Closterium dianae, fiir das der zeitliche Verlauf der Versuche schon bei 
Cholnoky und Héfler (1950, S. 166 f.) ausfiihrlich geschildert wurde, und 


Closterium Leibleinii. Bei letzterem fiarben sich die Membranen zartlila, 
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die Endvakuole intensiv, die Teilvakuolen schwacher lila, wobei der Farbton 
hier in den beiderlei Vakuolen der gleiche ist. Hervorzuheben ist da leben- 
des Closterium juncidum-brevius auch im stark alkalischen Farbbad stets 
ganzlich ungefiarbt, d. h. auch ohne Zellsaftfarbung gefunden wurde. 

Zur Entfarbung der tingierten Zellwande haben wir meist nichi wie im 
obigen Versuch Kaliumahlorid, sondern Calziumchlorid verwendet, und zwar 
in der maftig stark hypertonischen Konzentration von 0,2 mol (=0,4n) 
CaCl,. Die Entfarbung erfolgt hier rasch. In einem Versuch vom 24. Sep- 
tember war mit saurer Brillantcresylblaulésung 1 : 5000, p, 3,9, 10 Minuten 





Abb. 3. Closterium Leibleinii, a) behandelt mit Brillantcresylblau und CaCle 
1/; mol CaCl: Vorraumfiarbung, b) behandelt mit Thionin und CaCl: Fallung von 
Farbkristallnadeln, links bei mittlerer, rechts bei hoher Einstellung, vgl. Text, S. 304. 


lang gefarbt und sodann Puffer vom p, 3,9 durch das Praparat geleitet wor- 
den. Cl. lineatum war wie immer sehr intensiv tingiert, auch bei zwei Closte- 
rium-lunula-Zellen war die Membran stark violett gefarbt; bei Cl. paroulum 
war sie zart, aber deutlich lila, bei striolatum und juncidum wie immer 
vollig ungefarbt. Nach 18 Minuten wurde 0,2 mol CaCl, durchgesaugt. 
Cl. lunula entfarbt sich sofort ganzlich. Lebendes Cl. lineatum verblaBt 
(wihrend tote Membranen voll lila bleiben*). Als nach 15 Minuten beob- 
achtet wurde, waren aber in zahlreichen lebenden Zellen die Membranen 
ginzlich entfarbt, die Protoplasten unter Langsabhebung normal plasmoly- 
siert. — Auffallig verhalt sich Closterium Leibleinii. Es plasmolysiert 
konvex und normal, die Zellwande geben unter der Wirkung des Salzes 
allen Farbstoff ab, aber dieser sammelt sich, wie in Abb. 3a dargestellt, im 
Vorraum zwischen der Zellwand und dem Protoplasten. Der Vorraum er- 


5 Tote Protoplasten und alte leere Zellmembranen farben sich bei jedem Pp, zum 
orthochromatischen Farbton des angewandten Farbstoffes, und diese Farbung ist 
salzfest“, d. h. durch CaCl nicht auswaschbar. Vgl. Héfler u. Schindler 1952. 














302 K. H6fler und H. Schindler 
scheint diffus violett gefarbt. Das Innere des Protoplasten ist dabei nicht im 
mindesten gefarbt, der aus der Zellmembran ausgetriebene Farbstoff dringt 
also wohl nicht durchs Plasma ein. Dieses Verhalten wurde von uns bei 
saurer Reaktion des vorangegangenen Farbbades beobachtet. Wahrschein- 
lich kondensieren die aus der Membran getriebenen Farbkationen nicht zu 
permeierfahigen Molekiilen (obwohl ja die einbettende CaCl,-Lésung nicht 
mehr sauer ist). Andererseits kann der Farbstoff, der den Vorraum diffus 
erfiillt, nicht oder nur schwer durch die Zellwand exosmieren. — Die ge- 
zeichnete Zelle wurde langere Zeit beobachtet, sie zeigte die Vorraumfarbung 
noch unvermindert nach 45 Minuten, als der Versuch abgebrochen wurde. 


Borriss hat analoge Bilder an Allium cepa zuerst beobachtet und eingehend 
studiert. Er erhalt ,,.Negativfarbung“ (1937, S. 28, Fig. 4) an Innenepidermen der 
Zwiebelschuppen, die er drei Stunden in Methylenblaulésung 1: 5000 kriaftig vor- 
farbt und alsdann fiir 15 bis 20 Minuten in iiberschiissige 0,4-n-KNOs-Lésung legt. 
Zellwand und Vakuole sind farblos. Der anfanglich in Form von Kiigelchen aus 
der Membran nach innen gedringte Farbstoff ist wieder gelést und das ,,Farbsalz* 
farbt diffus den extraplasmatischen Raum. Wie Borriss ausfiihrt, ,kénnen die 
Erscheinungen, unter denen diese Enifarbung vor sich geht, sehr mannigfache sein 
und haingen in der Hauptsache von den Beziehungen zwischen Farbstoff und 
Elektrolyt, d.h. von den Eigenschaften des gebildeten Farbsalzes ab. Nach seiner 
Verdraingung durch die Kationen bildet das Farbsalz im extraplasmatischen Raum 
innerhalb der Zellmembran eine hochkonzentrierte Lésung, da offenbar die Diffu- 
sion nach aufen durch die Kutikula, vielleicht auch durch die Besetzung der 
Membranporen mit Kationen sehr erschwert ist. (Daf hier aber das Vorhandensein 
der Kutikula wesentlich ist, wird durch das Verhalten der Algenzellen bewiesen, 
bei denen immer nur eine diffuse Entfirbung in die Lésung beobachtet werden 
konnte.)“ — Wir haben nun das Borriss-Phinomen doch auch an Algen beobachtet, 
aber unter den zahlreich Arten, die wir in unseren Hochmoorproben (auch im 
Zuge unserer Studien iiber salzfeste oder salzempfindliche Farbung von Algen- 
gallerten, Héfler u. Schindler 1952) unter den Augen hatten, bisher nur an 
Closterium dianae (abgebildet bei Héfler u. Schindler 1951, S. 140) und nun- 
mehr bei Cl. Leibleinii; wie erwahnt, war nach Adsorptivfarbung mit ionisierter 
Toluidinblau- bzw. Brillantcresylblau-Lésung der Membranfarbstoff durch CaCle- 
Lésung ausgetrieben worden. Wie das Zustandekommen der Vorraumfiarbung etwa 
von der spezifischen Membranbeschaffenheit abhingt, bleibt zu priifen. 


Auch Closterium lunula mit seiner eisenfreien, einfachen, nicht inkru- 
stierten Zellmembran (vgl. Héfler 1926, S. 118) farbt sich im Farbbad und 
entfarbt beim Salzzutritt. Wir gehen aber auf unsere mit dieser Art an- 
gestellten Versuche hier nicht naher ein; denn Loub (1951) hat jiingst gezeigt 
und wir fanden bestatigt, da Cl. lunula weitaus am empfindlichsten unter 
allen der Farbbehandlung unterworfenen Desmidiaceen ist. Wenn aber eine 
Schadigung des Protoplasten erfolgt, die den Verlust der Semipermeabilitat 
zur Folge hat, so kénnen Stoffe in die Membran iibertreten und diese sekun- 
dar salzfest farbbar machen (vgl. Brauner 1932). 


Uber unsere Versuche mit Neutralrot ist nur kurz zu berichten, da sie 
ahnlich wie die beschriebenen Versuche mit Brillantcresylblau verliefen. 
Bei py 3,9 und p, 6,3 zeigen die verglichenen Closterien die gleichen Unter- 
schiede in der Intensitat der Membranfarbung. Cl. lineatum farbt sich stets 














303 


Vitalfarbbarkeit verschiedener Closterien 


am starksten, juncidum-brevius gar nicht. Im alkalischen Farbbad-farbt sich 
(in frisch bereiteter Lésung, wo noch keine Farbbase ausgefallen ist) bei 
Cl. lineatum die Zellwand iiberall schén rot; schon nach kurzem zeigt sich 
im Protoplasten auch die Endvakuole deutlich gefarbt, spater erscheint auch 
Farbung der Hauptvakuole. In einem bestimmten Versuch (12. September) 
wurde mit entsprechendem Phosphatpuffer versetzte Traubenzuckerlésung 
von 0,6 mol (welche naturgeméf keine Adsorptionsverdrangung bewirkt) 
durch das Praparat gesaugt. Es tritt normale Plasmolyse ein und man er- 
kennt, dafi die lebenden Zellen jetzt nur mehr Vakuolenfarbung haben, 
wahrend die Membranen farblos sind: nur die innerste Schicht der 
freigelegten Membranen zeigt deutliche Rotfarbung. Diese ist in den 
alteren Zellhalften bzw. Giirtelbandern viel starker als in den jiingeren. Die 
differente, die Farbe festhaltende Schicht wurde in unseren Protokollen zu- 
nachsi als ,,[Innenkutikula“ bezeichnet; wir wollen sie im folgenden lieber 
nur Innenlage der Zellmembran nennen. Sie halt die Farbe in ver- 
starktem Mafe fest. Wir haben solche elektiv gefarbte Innenschichten in den 
weiteren Versuchen vielfach beobachtet. Hervorzuheben ist, daf selbst bei 
Cl. juncidum brevius, wo auch im alkalischen Bad nicht die mindeste Proto- 
plastenfarbung erfolgt, eine solche zarte rote Innenlage an den alteren Mem- 
bran- bzw. Giirtelbandteilen wahrnehmbar wird, wobei die Farbung an der 
Grenze gegen die jiingeren Membranteile plétzlich abbricht. 

Solche elektiv gefarbte Innenlagen wurden weiterhin auch in Praparaten, 
die mit alkalischer Brillantcresylblaulésung gefarbt worden waren, beob- 
achtet, ja wir konnten feststellen, daf in manchen Fallen selbst nach Durch- 
leitung von CaCl,-Lésung, welche ja die Zellwand iibrigens ganz entfarbt, 
allein diese Innenschicht als fein ausgezogene blaue Linie sichtbar bleibt. 
Bei starkerer Vergréferung wurde die Dicke dieser blau verbleibenden 
Membranschicht bei Cl. lineatum auf ca. 0,5 u geschatzt; sie erreicht an dieser 
Art bei bester Ausbildung etwa ein Viertel der Dicke der Zellwand. Meist 
bleibt sie wesentlich schmiler. Die Farbung der Innenlage erscheint gegen 
ionisierte Salzlésungen — zum Unterschied von den iibrigen Zellwand- 
schichten — einigermafen bestindig, also ,,salzfest™. 

Wir haben an weiteren basischen Farbstoffen Toluylenblau, Toluidin- 
blau und Thionin angewandt. Die relative Farbung der Closterium-Arten 
war iiberall die gleiche. Im Toluylenblau wird die Membran von Cl. li- 
neatum dunkelviolett, von Leibleinii zart graublau, bei juncidum-brevius 
und striolatum bleibt sie ungefarbt. 

Das Thionin ist die Stammsubstanz von Methylenblau; es hat 2H,N- 
Gruppen statt der 2(CH,),N-Gruppen des letzteren. In Thioninlésung 
1: 2000 speichert Closterium lineatum lilarot, die Zellwand von Leibleinii 
ist lila, die von dianae und parvulum zarter lila bis graulila gefarbt, strio- 
latum und juncidum-brevius bleiben ungefarbt. Nach der am 4. Oktober 
erfolgten Riickkehr nach Wien wurden die Versuche wiederholt. Saure 
Thioninlésung (1 : 5000, p, 4.8) ergab stairkere Farbung, z. B. eine gleich- 
maRige Tieflilafarbung bei Cl. dianae und parvulum, eine intensiv lilarote 
Membranfarbung beim selteneren Closterium costatum. — Auffallig war 
diesmal Cl. juncidum-brevius. Die meisten Zellen waren wieder wie sonst 
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ungefarbt geblieben, vereinzelt fanden sich aber Zellen, welche eine deut- 
liche Anfarbung der Membran erkennen lieffen, die von den beiden Zell- 
polen her fortschreitend eintrat; solche Farbung an Cl. juncidum wurde nur 
beim Thionin unter den von uns verwendeten Farbstoffen beobachtei: 
Cl. lineatum war wie sonst stark gefarbt, Cl. striolatum durchwegs un- 
gefarbt. Beim gleichzeitigen Kontrollversuch mit Brillantcresylblau war 
alles Cl. juncidum-brevius ungefarbt; unter Hunderten durchmusterten 
Zellen fand sich keine gefarbte, wahrend die iibrigen Arten in der ge- 
wohniten Abstufung tingiert waren. Die Fahigkeit, einzelne juncidum- 
Individuen zu farben, scheint also dem Thionin eigentiimlich zu sein. 

Schon in den Ramsauer Versuchen haben wir am frisch eingebrachten 
Material die mit Thionin gefairbten Praparate mit CaCl, nachbehandelt. 
In einem Versuch vom 24. September wurde 12 Minuten mit saurer 
Thioninlésung 1: 5000 (p, 3,95) gefarbt, dann blieben die Zellen langere 
Zeit (71 Minuten) im Puffer vom p,, 3,95, worauf */, mol CaCl, durch das 
Praiparat gesaugt wird. Bei Closterium lineatum trat normale konkave 
Plasmolyse von den Langswanden ein, die Membran wurde viel lichter, bei 
der Mehrzahl der Zellen wurde sie aber nicht ganz entfarbt. Das ungefarbte 
Cl. juncidum-brevius lie schwache Plasmolyse eintreten. An Cl. Leibleinii 
hatte die Membran eine dunkellila Farbung angenommen; in CaCl, trat 
gute normale grofbuchtige Plasmolyse ein: die Membran bleibt lila, ob- 
wohl sie vom CaCl,-Strom durchdrungen wird. Eine Diffusfarbung des 
Vorraums (wie im Schwesterversuch in Brillantcresylblau) erfolgte nicht. 
Genauere Beobachtung lie® aber erkennen, daf innen an der Zellwand 
Farbstoff in Form feiner Kristallnadelchen ausgefallen war. Die Nadeln 
waren bis 5—7 uw lang und etwa 0,4 dick. Sie fanden sich dort, wo das 
Plasma abgehoben war, d. h. an den positiven Plasmolyseorten. Vgl. Abb. 3b. 
— Borriss (I. c. S. 42) hat die Bildung ahnlicher, dickerer Kristallnadeln in 
Allium-Zellen beobachtet, nicht aber an Algenzellen. Pekarek (1938) hat 
die Kristallbildung bei Zwiebelzellen, die mit Azur I gefarbt und mit KNO, 
nachbehandelt wurden, eingehend studiert. 

Endlich wurde die Farbbarkeit der Closterien mit Akridinorange 
orientierend untersucht. Im Hellfeld zeigten die verglichenen Arten gelbe 
bis braungelbe Membranfiihrung in der gleichen Abstufung, wie sie fiir die 
anderen basischen Farbstoffe beschrieben wurde. Die Untersuchung im 
Fluoreszenzlicht, welche in Wien an einem Material, das in der Ramsau 
vor der Abreise frisch gesammelt worden war, vorgenommen wurde, 
brachte fiir unseren Zweck eine Enttéuschung. Closterien léschen die 
Fluoreszenz. So werden die im Hellfeld tingierten Membranen im UV-Licht 
schwer sichtbar oder unsichtbar. Auch bei der Priifung auf Eigenfluoreszenz 
zeigten die (ungefarbten) Closterien totale oder partielle Fluoreszenz- 
léschung. Die Oedogonium-Watten des Materials zeigten zartrote Chloro- 
plasten-Fluoreszenz; dariiberliegende Zellen von Closterium striolatum, 
juncidum-brevius, lineatum hoben sich villig dunkel ab, wobei nicht nur die 
Fluoreszenz der eigenen Plastiden, sondern auch die der darunterliegenden 
Algenfaden geléscht wird. Durch die Zellwande von Cl. lineatum wird 
die Fluoreszenz stark vermindert, nicht véllig geléscht (wahrend die Pla- 
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stiden von Cl. dianae, parvulum, Leibleinii noch in rotem Fluoreszenzlicht 
sichtbar sind). Der Effekt beruht zweifellos auf dem Eisengehalt der Clo- 
sterien-Membran (vgl. Férster 1951). Auch andere eiseninkrustierte Mem- 
branen oder Membranteile, besonders auffallig die Eisengiirtel der Pleuro- 
taenien, bewirken vollstandige Fluoreszenzléschung. 


III. Zusammenfassung und Besprechung 


Unsere Beobachtungen haben eindeutig ergeben, daf die Vitalfarbbarkeit 
in der Gattung Closterium von Art zu Art stark verschieden ist. Zwar far- 
ben sich tote Zellen, auch leere tote Zellwande, die mit aus dem Protoplasten 
stammenden Stoffen infiltriert sind, vielfach im orthochromatischen Ton des 
betreffenden Farbstoffes, und diese Farbung erweist sich als ,,salzfest, wenn 
CaCl, durch die Priparate geleitet wird. Dagegen wechselt die Farbbarkeit 
der lebenden intakten Zellen von Art zu Art in weitesten Grenzen. 

Ahnliche arispezifische Unterschiede im Farbeverhalten sind uns von 
anderen Desmidiaceen bekannt. Doch gehen wir auf diese Beobachtungen 
hier nicht ein, denn die allgemeinen Fragen lassen sich an Hand des gegen- 
satzlichen Verhaltens der von uns gepriiften Closterium-Arten allein er- 
ortern. 


Zwei Befunde erscheinen der Festhaltung wert: 


I. Bei den einen Arten ist die Zellmembran elektroadsorptiv 
anfarbbar, bei den anderen nicht. 


Il. Das Mafi der endlichen vitalen Farbspeicherung im 
Protoplasten ist weitgehend abhangig vom Maf der voran- 
gegangenen Farbspeicherung in der Membran. 


Diesen beiden Ergebnissen der vergleichenden Versuche kommt wohl ein 
allgemeineres zellphysiologisches Interesse zu. Sie weisen dem Speicher- 
vermégen der Zellmembranen, welches als artspezifisch erkannt wurde, eine 
erhéhte Rolle bei der Stoffaufnahme der Zelle zu. 


Zu I: Unser Nachweis, da das Vermégen der Farbbindung, im beson- 
deren der Kationenadsorption bei den einzelligen Zieralgen von Art zu Art 
in weiten Grenzen schwankt, ist wohl neu. Versucht man, das Phanomen 
der Erklarung zuzufiihren, so wird man vor allem an anatomische Unier- 
schiede im Bau der Zellwande denken. 


Wir erinnern uns kurz an das, was iiber den Feinbau der Desmidiaceenmem- 
branen bekannt ist. Liitkemiiller (1902) hat in seiner Untersuchung, die als 
klassisch bezeichnet werden darf, gezeigt, da die Zellwand der placodermen 
Desmidiaceen (= Desmidiales) aus mehreren, chemisch differenten Schichten auf- 
gebaut ist. Beim grofen tropischen Closterium turgidum Ehrb. subspec. giganteum 
Nordst., aber auch bei den von uns untersuchten Arten Cl. lineatum und angusta- 
tum, konnte er an Mikrotomschnitten zwei Zellhautschichten sehr deutlich unter- 
scheiden. Die innere ist fast farblos oder gelb, die Aufere stets dunkler gefarbt als 
die innere; der starkeren Farbung eutspricht ein erhéhter Eisengehalt. Allgemein, 
d.h. auch bei eisenfreien Arten, ist die innere Schicht strukturlos und besteht zur 
Hauptsache aus Zellulose, die mit den iiblichen Reagenzien nachweisbar ist, die 
auRere erscheint imprigniert mit Substanzen, welche sie widerstandsfahig gegen 
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Cuoxam machen, das auch nach mehrstiindiger Einwirkung keine merkliche Quel- 
lung hervorruft. In der Gattung Closterium sind bei der Mehrzahl der Arten (durch 
Fudhsin oder Methylviolett und essigsaures Kalium) Poren nachweisbar; der Poren- 
apparat fehlt hingegen bei etlichen kleineren Arten, unter denen (S. 37) Cl. dianae, 
paroulum, gracile genannt werden. Die komplizierten, beim ,,Cosmariumtyp“ ver- 
breiteten Porenorgane mit Porenzwiebeln, Prismengallerte und Endnelken fehlen 
in der Gattung Closterium stets villig. — Van Wisselingh (1912, S. 347, 357, 
vgl. 1924, S. 73, 223) hat die Zellwand von Closterium erneut untersucht. Er arbeitet 
mit Cl. Ehrenbergii Menegh und Cl. acerosum (Schrank) Ehrb. Er unterscheidet, 
von auften her, die folgenden Schichten: erst ein diinnes, einer Cuticula ahnliches 
Schichtchen, dann eine Lage, die fast zellulosefrei ist (acerosum) oder schwichere 
Zellulosereaktion zeigt (Ehrenbergii), und innen eine zellulosereiche Schicht. Neben 
der Zellulose kommt in den Wanden eine Substanz vor, die durch Rutheniumrot leb- 
haft gefarbt wird und sich durch Erhitzung mit Glyzerin auf 300°C entfernen laft; 
van Wisselingh bezeichnet diese Substanz nicht einfach als Pektin; sie ,,ist viel- 
leicht ein Gemenge verschiedener chemischer Verbindungen“. Nach Kinzels (1953) 
neuen Untersuchungen an Algengallerten la&t sich annehmen, daft diese Substanz 
durch den Gehalt an sauren Gruppen (wohl COOH-Gruppen) ausgezeichnet ist. 

Zur Frage der Vitalfarbbarkeit hat Prat schon 1916 beobachtet und 1931 mit- 
geteilt, da die Zellwand von lebendem Closterium Ehrenbergii bei Behandlung 
mit Vesuvin farblos bleibt, wihrend sich die Membranen getéteter Zellen rasch 
anfarben. Bei Cl. acerosum gab Farbung mit 0,001% Janusgriin ahnliche Unter- 
schiede. Brauner (1933, S. 201) hat Prats Versuche an Closterium moniliferum 
wiederholt und sehr erweitert. Er zeigt, da die Art des Abtétens fiir das Farbbar- 
werden entscheidend ist. Er iiberpriift an der genannten Art auch das Verhalten 
gegen reine und Ca-blockierte Methylenblaulisung. 0,01% Lésung farbt die Mem- 
branen lebender und abgestorbener Zellen gleich intensiv, bei Zusatz von 0,5 n CaCle 
unterbleibt jede Farbung, auch die toter Zellen. Chrysoidin und Neutralrot wurden 
auch von den Wanden lebender Zellen rasch gespeichert. Brauner nimmt an, daf 
in Prats Versuchen Vesuvin und Janusgriin deshalb von der lebenden Membran 
nicht gespeichert werden, weil sie zu den grobdispersen basischen Farbstoffen 
_ gehGéren; er rechnete damit, ,daf das beobachtete Phinomen durch variable Ultra- 
filtereigenschaften der Closterienschale hervorgerufen worden ist, wobei die Poren- 
weite der (maRig dichten!) Membran erst verhaltnismaéfig gro®mizellaren K6rpern 
gegeniiber den Wert eines permeationsbegrenzenden Faktors gewinnen konnte. 
Tatsachlich war in meinen Versuchen festzustellen, daf diffusiblere Farbstoffe, wie 
Chrysoidin, Neutralrot oder Methylenblau, auch von den Wanden lebender 
Closterien in kiirzester Zeit gespeichert werden, und zwar keineswegs schwacher als 
von totem Material“. — Bei Farbung mit Janusgriinlésung bestatigt Brauner nur 
bei Verwendung mittlerer Farbkonzentration (0,005%) die von Prat gefundenen 
Unterschiede. Er beobachtet ferner an einer alteren Kultur von Cl. moniliferum, 
daf in diesem Farbbad von den leeren Schalen abgestorbener Individuen manche 
véllig farblos blieben, andere tief indigoblau wurden, und weiter, daf die unfarb- 
baren gelblich und von Eisen impragniert, die farbbaren Schalen frei von Eisen 
(wenigstens nicht sichtbar tingiert) waren. Die Anfarbbarkeit wiirde danach vom 
Fe-Gehalt abhiingen. Tatsichlich wirkte ein Zusatz von 0,001 n FeCl; zum Farbbad 
hemmend, von 0,05 n FeCls véllig blockierend auf die Aufnahme von Janusgriin. 
Brauner schlieft zusammenfassend, daf der Permeationsgrad der Zellwand bzw. 
die ,,Porenweite“ der Membran den grobdispersen Farbstoffen gegeniiber limitie- 
rend wirkt und verweist auf van Wisselinghs Befund, wonach die Closterien- 
membran von einem cuticulaartigen Hautchen iiberzogen sei. 
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Van Wisselingh, Prat und Brauner haben nur mit wenigen Closterium- 
Arten, die auch auferhalb der Hochmoore leben, gearbeitet. 

Was nun unsere Befunde zum artspezifisch verschiedenen Farbspeicher- 
vermégen betriffi, so erscheint es vorlaufig ganz wohl mdglich, daf eine 
auRerste, schwer durchlassige .,Cuticula“ bei den nichtfarbbaren Arten den 
Eintritt der Farbe ins Innere der Membran erschwert. Dann wiirden den 
von uns nachgewiesenen Unterschieden der Farbbarkeit hypothetische, 
vordem nicht bekannte Unterschiede im Feinbau der Membran entsprechen, 
derart, daf z. B. Closterien striolatum und juncidum von einer differenten, 
mikroskopisch nicht sichtbaren, schwer durchlassigen ,,Cuticula’ umkleidet 
waren. Freilich fanden wir die Membranen auch unfarbbar mit leicht 
diffusiblen Farbstoffen (Neutralrot). Auch spricht die Plasmolysierbarkeit 
der striolatum-Zellen mit Zucker, also die Wegsamkeit der Membranen fiir 
die groRen Zuckermolekiile, dagegen, im Permeationswiderstand der Zell- 
wande die Ursache der Nichtfarbbarkeit zu sehen. 

Was die Beziehung der Eisenimpragnierung zur Membranfarbbarkeit 
betrifft, so fiihren unsere Beobachtungen iiber das Farbeverhalten ver- 
schiedener Arten allerdings zu einer anderen Auffassung als der von 
Brauner geaufferten. Der ungleiche Fe-Gehalt bzw. die ungleiche Be- 
fahigung der Closterium-Spezies, Membraneisen zu speichern, ist seit lan- 
gem bekannt (vgl. Héfler 1926, S. 116, 124—126, 147). Wir fiihrten mit 
unserem Material die Eisenprobe mit gelbem bzw. rotem Blutlaugensalz 
durch und fanden dunkelblaue Membranfarbung, also reichsten Fe-Gehalt 
bei Closterium lineatum, starke Blaufarbung bei Leibleinii, gute positive 
Reaktion auch bei parvulum, dianae, gracile. Die gut farbbaren Zellmem- 
branen sind demnach eisenreich, die des am starksten farbspeichernden 
Cl. lineatum am eisenreichsten. Hier ,,blockiert™ also das in der Membran 
gebundene Eisen die Farbaufnahme nicht. Es scheinen vielmehr die glei- 
chen Valenzen zu sein, welche im natiirlichen Milieu das Eisen binden und 
im Versuch die Farbanreicherung férdern. Doch wird die Farbe chemisch 
nicht so fest gebunden, daf sie nicht durch CaCl,-Lésung (wenn auch 
manchmal verzégert) auswaschbar ware. 

Anderseits findet sich elektroadsorptive Farbbindung auch in ganz eisen- 
freien Membranen, wie sonst so auch in der Gattung Closterium; so z. B. 
bei Cl. lunula, welches ja (Héfler 1926) in der Membran kein Eisen hat. 

An Ci. juncidum und striolatum, welche Membraneisen besitzen, beob- 
achteten wir, daf nach kiirzerem Verweilen im gelben Blutlaugensalz und 
folgendem Zusatz von HCl die Berlinerblaureaktion verzégert eintrat, ja 
vollig ausblieb. Durch Abkochen getétete Zellen beider Arien gaben gute 
Eisenreaktion. Es bleibt also noch zu entscheiden, ob bei diesen Arten 
eine schwer durchlissige ,,Cuticula’: anzunehmen ist oder ob etwa bei ihnen 
das Eisen in der Membran der lebenden Zelle, in anderer Form als sonst 
gebunden, wirklich im Sinne Brauners blockierend wirkt und dadurch 
die Adsorption der Farbe verhindert. 


Zu II: Auf welchen Ursachen das artspezifisch ungleiche Farbspeicher- 
vermégen der Zellmembranen auch beruhen mag, — klar ist, daf durch 
22+ 
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die GréfRe der Membranspeicherung auch das Ausmafi der nachherigen 
Vitalfarbung, d. h. der Farbspeicherung im Protoplasten bestimmt wird. 
Wo zuerst Membranspeicherung eintritt, erfolgt sie ganz oder vorwiegend 
auf elektroadsorptivem Weg, wie aus der Auswaschbarkeit mit CaCl, her- 
vorgeht, oder beruht doch auf nur lockerer chemischer Bindung. Obwohl 
nun die Farbkationen als solche nicht permeieren kénnen (Pecksieder 
1950, Héfler und Schindler (1951), geht aber der zuerst nur von den 
Zellwanden gespeicherte Farbstoff nachher doch auch ins Protoplasteninnere. 


Der Mechanismus der Ionenaufnahme steht bekanntlich zur Zeit im 
Vordergrund der Diskussion iiber den Mineralstoffwechsel der héheren 
Pflanzen. Man vgl. z. B. Burstréms (1949, 1951) iibersichtliche Referate. 
— Lundegardh und seine Schule verlegen die Kationenadsorption ins 
»Plasmalemma™ bzw. in eine physikalische, als Z-Schicht (1941, S. 550) be- 
zeichnete Oberflachenschicht des Protoplasmas. Fiir die Bindung der Nahr- 
salzkationen werden sauer dissoziierte Gruppen der Proteine oder andere 
negativ geladene Molekiilgruppen der Plasmagrenzschichten verantwortlich 
gemacht. Fiir die Anionenaufnahme wird ein anderer Mechanismus gefor- 
dert (Lundegiardhs ,,Anionenatmung*). Arisz und seine Schule lehnen 
die zweierlei Mechanismen ab. — Die theoretischen Vorstellungen auch von 
der Rolle der Zelloberflache kénnen zellphysiologisch nicht voll befriedigen, 
soweit sie sich nicht auf Beobachtungen an der Zelle stiitzen — oder, wo 
solche praktisch noch untunlich sind, doch auf Modellversuche an der Zelle. 
Als solches Modell fiir die Aufnahme der Nahrsalzkationen kann aber viel- 
leicht in gewissen Grenzen die Aufnahme der Farbkationen dienen, die den 
Vorteil direkter mikroskopischer Sichtbarkeit bietet °. 


Czaja hat das dauernde Verdienst, auf die Rolle der Membranadsorp- 
iion bei der Stoffaufnahme in die Zelle zuerst hingewiesen zu haben (1936, 
S. 92, 98, 116). 


Er behandelt Spirogyren mit stark verdiinnter Toluidinblaulésung (in bidest. 
H2O oder in Leitungswasser bei Py 7:3 gelést). Binnen 1 Min. haben sich die Zell- 
wande rotviolett gefiarbt, spater tritt die Farbe ins Plasma iiber, es treten z. B. nach 
30 Min. im Plasmawandbelag niachst der Zellwand kleine blaue Partikelchen auf, 
nach 45 Min. haben diese an Gréfe und Menge zugenommen und finden sich iiber 
das ganze Plasma verteilt; nach 1 Stunde sind die Zellwande nur noch schwach 
rotviolett, nach 2—2% Stunden farblos, dafiir sind dann im Zelleninneren, schlieB- 
lich auch in der Vakuole zahlreiche gefarbte Partikelchen sichtbar. Das Toluidin- 
blau ist bei den angewandten p,-Stufen zur Ginze dissoziert. Die erste Aufnahme 
erfolgt nur durch Adsorption der Farbkationen, und diese findet nur in der Zell- 
wand statt. Bei Farbeversuchen Czajas mit Neutralrot werden die Zellwande 


® Daf auf solchem Wege nur die erste Salzaufnahme bzw. Kationenaufnahme, 
nicht die Salzspeicherung, welche Energieleistung von seiten des Protoplasten 
fordert, erklart werden kann, und daf vollends nicht Speicherung auf Permeation, 
welche als freiwilliger Vorgang ein Diffusionsgefalle voraussetzt, zuriickgefiihrt 
werden kann, ist heute wohl selbstverstindlich. Doch wird dadurch die Nicht- 
beriicksichtigung der Ergebnisse der Permeabilitatsforschung nicht gerechtfertigt. — 
Wir verweisen auf Brooks (1941) Permeabilititsmonographie. 
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gelbrot, und hier erscheinen schon bald nachher karminrote Partikeln im Plasma 
und in der Vakuole. Der Unterschied im Farbevermégen beider Farbstoffe ist bei 
unseren heutigen Kenntnissen leicht verstiandlich, da das Neutralrot in bidest. H2O 
nur zum Teil in Form von Kationen, zum Teil aber in Form von permeierfahigen 
Farbsalzmolekiilen existiert. Mit verdiinnter Toluidinblaulésung in H2O hat 
Czaja bei vielen anderen Objekten nur dauernde alleinige (rotviolette) Zell- 
wand farbung beobachtet; der Unterschied wird im Hinblick auf unsere Versuche 
(Héfler u. Schindler 1951, vgl. Hirn 1953) iiber die ungleiche Lage der Farbe- 
schwellen verschiedener Algenzellen in der p,-gestuften Toluidinblaureihe ver- 
stindlich; das Ausbleiben des Farbiibertrittes in die betreffenden Protoplaste kann 
auf deren geringeres Speichervermégen zuriickgefiihrt werden. 


Daft die Kationen des dissoziierten Anteils der basischen Farbstoffe in 
den negativ aufgeladenen Zellmembranen gespeichert werden, liegt heute 
vollig klar. — Wenn aber die Membranen auf solchem Weg mit Farbe iiber- 
laden, die bindenden sauren Gruppen abgesattigt sind, so kann, wie es 
scheint, ein Teil der angereicherten Farbe zu Molekiilen werden und diesen 
steht dann dank ihrer Lipoidléslichkeit der Weg ins Innere des Protoplasten 
offen. Wie die Versuche zeigen, erfolgt die vitale Farbung der Zellsafte 
erst nach einiger Zeit, viel spater und langsamer als die erste elektro- 
adsorptive Farbanreicherung in der Membran. 


Das Diffusionsgefalle der permeierfahigen Molekiile wird bei voran- 
gegangener Farbbindung in der Membran steiler als~bei bloffer Farb- 
aufnahme aus der Lisung. So erklart sich wohl die verstarkte Vitalfarbung 
der zur Membranspeicherung befahigten Arten in Farbbadern, deren p,- 
Stufe so gewahlt ist, daf im Bad zum Grofteil Farbionen und zum geringe- 
ren Teil Farbmolekiile vorhanden sind. 


Czaja (1936) hat richtig erkannt, da die adsorptive Farbbindung in 
der Zellwandung der erste Schritt zur Aufnahme von Stoffen in die Zelle 
sein kann. Er hat aber gemeint, da bei Verhinderung der Membranadsorp- 
tion durch Salzblockierung die Farbaufnahme in die Protoplasten und da- 
mit die Vitalfarbung ganz unterbleibe. Dieser Irrtum ist in der Literatur 
sogleich mit Nachdruck richtiggestellt worden (Borriss 1937, S. 45, Dra- 
wert 1937c, S. 388, 1938, S. 137, 311). Fiir uns liegen die Dinge heute vollig 
klar: Molekularer Farbstoff kann unvermindert permeieren, auch wenn dem 
Farbbad Neutralsalze in hoher Konzentration zugesetzt sind. Denn der 
lipoidlésliche Farbanteil permeiert durch das Plasma ohne Mitwirkung oder 
Einflu& der Membran (es sei denn, dafi diese grobdispersen Farbstoffen 
gegeniiber eine Filterwirkung ausiibt). Farbstoff in ionisiertem Zustand, 
der an sich nicht permeierfahig ist, kann indirekt, im Sinne Czajas, auf 
dem Umweg iiber die Membranspeicherung eine verzégerte Aufnahme in 
den Protoplasten finden. In diesem Fall wirkt Salzzusatz blockierend und 
kann so, wie Czaja richtig erkannt hat, die Vitalfarbung hindern. 


Die Fahigkeit zu solcher vermittelnden Farbanreicherung in den Zell- 
wanden ist nun bei verschiedenen Zellen und, wie von uns gezeigt wurde, 
selbst bei den Arten der einen Algengattung Closterium spezifisch stark 
verschieden. 
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Einleitung 


Die grofien, nackten Plasmamassen der Myxomyceten erscheinen zur 
Messung der elektrischhen Spannung zwischen Protoplasma und Aufen- 
medium besonders geeignet. Von friiheren Untersuchungen ist uns folgendes 
bekannt: Kiimme! (1929) fand in 15 Messungen eine in Plasmodien von 
Badhamia utricularis eingefiihrte Elektrode positiv gegeniiber einer in dem 
umgebenden Quellwasser, die Spannung war im Mittel 2mV. Watanabe, 
Kodati und Kinoshita (1939), deren japanische Arbeit wir nur aus einem 
Autoreferat kennen, haben an Plasmodien von Didymium nigripes mit ein- 
gestochenen Elektroden positive Potentiale von 0,1 bis 6,2mV gemessen. 
Demgegeniiber fanden Tasaki und Kamiya (1950) an zwischen zwei 
Elektroden ausgespannten Plasmodien von Physarum polycephalum, da 
bei mechanischen und elektrischen Reizen an einer der Elektroden die Span- 
nung an dieser fiir kurze Zeit um einige Millivolt negativ wird. Da wahrend 
der Erregung die Spannung zwischen Protoplasma und Aufenmedium her- 
abgesetzt, in manchen Fallen sogar umgekehrt wird, ist nach den letzt- 
genannten Befunden anzunehmen, dali das Protoplasma der Myxomyceten 
gegeniiber dem Auffenmedium elektrisch negativ ist. 

Diese, uns unsicher und uneinheitlich vorkommenden Befunde, liefen 
eine neuerliche Untersuchung eines Myxomyceten wiinschenswert erscheinen, 
zumal die bisherigen Messungen an anderen Pflanzenzellen fiir das Proto- 
plasma negative Spannungen von meist ungefahr 100mV ergeben hatten. 


Methodik 


Als Versuchsobjekte dienten uns Plasmodien von Physarum polycepha- 
lum. Diesen Myxomyceten hat das Grazer Pflanzenphysiologische Institut 
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von Herrn Professor W. Seifriz (Philadelphia) erhalten, und er wird hier 
in Petrischalen auf einem Nahrmedium kultiviert, das in 100 cm* Leitungs- 
wasser 3 g Haferflocken (Hafermark Knorr) und 1,5 g Agar enthialt. Fiir die 
Uberlassung von Kulturen danken wir Herrn Professor Weber und Frau 
Dr. Stipperger. 

Die Methodik der elektrischen Messung war ahnlich, wie sie Umrath 
(1930, 1932a) bei seinen Untersuchungen an Nitella-Zellen beschrieben hat. 
Wenn die elektrische Spannung am Lindemann-Elektrometer direkt abge- 
lesen wurde, entsprachen einem Teilstrich im Mefokular 6mV, % Teilstrich 
konnie noch abgelesen werden. Wenn die Ausschlige photographisch regi- 
striert wurden, entsprachen 10mV 1,25—1,45 mm. Die Ableitung der Span- 
nung erfolgte mit Elektroden, die aus vorne fein ausgezogenen, mit 0,1 
normaler KC]-Lésung gefiillten Glasréhren bestanden. Die zum Einstich in 
das Plasmodium bestimmte Elektrode hatte einen Spitzendurchmesser von 
etwa 20 u. Die andere Elektrode mit wesentlich gréberer Spitze wurde ent- 
weder direkt mit dem Agar, auf dem sich das Plasmodium befand, in Be- 
riihrung gebracht, oder sie tauchte in Leitungswasser, das auf den Agar 
aufgetropft war oder das mit dem Plasmodium in Beriihrung stand, wenn 
sich dieses auf einer bloen Glasunterlage befand. 

Die Beobachtung der einzustechenden Elektrode und der Strémung im 
Plasmodium erfolgte mit einem stereoskopischen Mikroskop nach Green- 
ough von C. ZeifB mit Stativ XB bei 51facher Vergréfferung. Als Licht- 
quelle diente eine Zeif-Mikroskopierlampe, die soweit als tunlich abgeblen- 
det wurde, auch um die Austrocknung einzuschranken. 

Gereizt haben wir mit einzelnen Offnungsinduktionsschlagen eines 
Induktoriums mit Eisenkern und iibereinander geschobenen Spulen. Die 
Reizstarke wurde entweder dadurch variiert, daf im Primiarkreis ein, 
zwei oder vier Stahlakkumulatoren eingeschaltet wurden, oder dadurch, 
daf bei vier Stahlakkumulatoren Widerstande im Primarkreis eingeschal- 
tet wurden. Die Stromzufiihrung erfolgte durch mit Chlorsilber iiberzogene 
Silberdrahte, die in Wassertropfen tauchten oder in den Agarnahrboden 
eingestochen waren. Bei den Versuchen iiber die elektrische Erregbarkeit 
haben wir als Stromquelle Stahlakkumulatoren in verschiedener Anzahl 
verwendet. Bei einer Entfernung zwischen den Reizelektroden von 1cm 
ergaben zehn Akkumulatoren, also etwa 12 Volt, den schwachsten noch 
wirksamen Reiz. Langere Reizzeiten wurden durch einen mit der Hand 
betatigten Stromschliissel hergestelli, fiir Reizzeiten unter 0,3s stand ein 
modifiziertes Lucaspendel zur Verfiigung. 


Das elektrische Potential des Protoplasmas 


Auch wir haben in der ersten Zeit an Plasmastrangen nur sehr kleine 
Spannungen von wenigen Millivolt gemessen. Erst als wir die feine Elek- 
trode in gréRere Plasmamassen einstachen, beobachteten wir Spannungen 
von etwa 40mV, wobei das Plasma negativ gegeniiber dem umgebenden 
Agar war. Diese Spannungen gingen meist im Laufe einiger Minuten stark 
zuriick. Durch ein tieferes Einstechen oder sonst eine Bewegung der Elek- 
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trodenspitze im Plasma konnte die urspriingliche hohe Spannung fiir kurze 
Zeit wiedererhalten werden. Diese Beobachtungen erinnern an dhnliche 
Befunde von Umrath an Nitella (1930, 1932) und an anderen Pflanzen- 
zellen (1934b), die ihn zu der Annahme einer Membranbildung an der 
Elektrodenspitze fiihrten. Diese Membran wiirde, wenn sie die Elektroden- 
spitze umwiachst und die Plasmahautschichte erreicht, eine Abkapselung 
der Elektrode bedingen und sie elektrisch vom Plasma isolieren. Tatsich- 
lich verhalten sich solche Elektroden fast so, als ob sie iiber einen groften 
Widerstand mit dem Auffenmedium verbunden waren. 

Der beste Beweis fiir die Bildung einer selektiv ionenpermeablen Mem- 
bran an der Elektrodenspitze erscheint uns durch folgende Beobachtung 
gegeben, die Umrath (1932a) bei seinen Untersuchungen an: Nitella 
gemacht hat und die wir bei Physarum wiederholen konnten. Eine oft bei 
Messungen in das Protoplasma eingestochen gewesene Elektrode zeigt, 
wenn zunichst anhaftende Plasmareste weggelist sind, in Wasser und in 
geringerem Grade in verdiinnten Salzlésungen ein stark negatives Poten- 
tial gegeniiber einer nicht eingestochen gewesenen Elektrode, wahrend die 
Elektroden in 0,1 normaler KCl-Lésung, die sich auch in ihrem Inneren 
befindet, keine Potentialdifferenz gegeneinander haben. 

Wir fanden dann weiter, dafi unsere ersten Mifterfolge an Plasma- 
strangen im Agarnahrmedium damit zusammenhingen, daf sich diese 
Plasmastrange unter der Agaroberflache befanden, daft sie von der Elek- 
trode leicht eingedriickt wurden oder ihr auswichen und daft, wenn der 
Einstich schon gliickte, die Elektrodenspitze leicht auf der Unterseite den 
Plasmastrang nochmals durchbohrte und so wieder in den Agar geriet. 

Als wir diese Erfahrungen hatten, fiel es uns verhalinismafig leicht, 
die elektrische Spannung des Protoplasmas gegeniiber dem Auftenmedium 
zu messen. Von unseren weit iiber 200 Messungen haben wir Gruppen 
nach den Gesichispunkten herausgegriffen, ob sich das Plasmodium auf 
dem Agarnahrboden befand oder auf Glas, wenn es auf den Deckel der 
Petrischale gekrochen war, und in beiden Fallen weiter, ob es sich um 
Plasmastrange, gréfere Plasmamassen oder weit ausgebreitete, kriechende 
Plasmamassen handelte. Wir geben im folgenden die Mittelwerte der ge- 
messenen Spannungen, ihre mittleren Fehler und in Klammern die Extrem- 
werte an. Auf Agar ergaben 3 Plasmastrange — 30,0 + 6,0 (— 42, — 24) mV, 
13 Plasmamassen, die mitunter kugelig und glanzend, mitunter mehr oder 
weniger zerkliiftet waren, —37,4+2,8 (—60, —24) mV, 16 zerkliiftete 
Plasmamassen, von denen auch die Abb. 2, 3 und 4 stammen, ergaben 
— 34,0 + 1,6 (— 48, — 22) mV; an weitausgebreiteten, kriechenden Plasma- 
massen ergaben 7 Messungen an Frontteilen — 26,6 + 2,9 (— 36, — 18) mV, 
8 Messungen hinten — 25,5 + 1,9 (— 36, — 18) mV. Bei den Messungen auf 
dem Glas der Petrischalendeckel wurde neben dem Plasmodium, in Beriih- 
rung mit ihm, ein Wassertropfen aufgebracht, in den die Spitze der weiten 
Elektrode getaucht wurde, wahrend die feine Elektrode in einiger Ent- 
fernung in das Plasmodium eingestochen wurde. 3 Messungen an Plasma- 
strangen ergaben — 36,0 + 3,5 (— 42, — 30) mV, 9 Messungen an ruhenden 
Plasmamassen — 36,7 + 5,2 (—66, — 18) mV; an den weit ausgebreiteten, 
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kriechenden Plasmamassen ergaben 20 Messungen an Frontteilen — 68,9 + 4,5 
(— 108, — 30) mV und 13 Messungen an den hintersten Teilen, die noch auf 
den Deckel der Petrischale gekrochen waren, — 69,7 + 6,2 (— 102, — 36) mV. 

Alle diese Angaben beziehen sich auf den Beginn der Messungen, und 
die Spannung fiel in den meisten Fallen bald auf einen niedrigen Wert 
von etwa —12mV. Es gab aber auch Fille, in denen die zuerst gemessene 
Spannung durch langere Zeit erhalten blieb, in Plasmastrangen bis 10 Minu- 
ten lang, in ruhenden Plasmamassen bis 15 Minuten und in ausgebreiteten, 
kriechenden Plasmamassen bis 435 Minuten. Wahrscheinlich dauerte in den 
Plasmamassen die Abkapselung der eingestochenen Elektrodenspitze durch 
eine um sie herum gebildete Membran deswegen oft langer, weil man tiefer 
in sie einstechen konnte als in die Plasmastrange. Die kriechenden Plasma- 
massen scheinen, vielleicht in Zusammenhang mit ihrer Bewegung, weni- 
ger zur raschen Membranbildung befahigt zu sein als die ruhenden. 


Der Aktionsstrom 


Die ersten Spannungsmessungen << —  - — - — 
haben wir bei direkter Ablesung des 50nV] <a tipi 2 
Lindemann-Elektrometers gemacht, und 
hiebei haben wir auch die ersten 
Aktionsstrombeobachtungen angestellt. Abb. 1. Zwei Aktionsstromaufnah- 





Unsere Aufzeichnungen iiber das Aus- 
maf der Aktionsstréme und_ iiber 
ihren zeitlichen Verlauf stimmen mit 
dem iiberein, was die spateren photo- 
graphischen Registrierungen gezeigt 


men von Plasmodien von Physarum 
polycephalum. Jedesmal oben, ge- 
strichelt Nullstellung des Elektro- 
meters, in der Mitie Potential des 
Protoplasmas gegeniiber dem Aufen- 








medium mit einem durch einen 
Offnungsinduktionsschlag ausgelésten 
Aktionsstrom; unten Zeitmarken 10s. 


haben. 


Das Auffalligste an den Aktions- 
strémen ist ihr zeitlicher Verlauf, inso- 
fern als der Anstieg des Aktionsstroms, also der Riickgang des Protoplasma- 
potentials, verhaltnismafig rasch erfolgt im Vergleich zu dem sehr lang- 
samen Abfall des Aktionsstroms, also zur Wiederherstellung des Proto- 
plasmapotentials. Abb. 1 zeigt diese Verhaltnisse an zwei bei langsamem 
Gang des photographischen Papiers aufgenommenen Aktionsstrémen. 
Abb. 2 und 3 zeigen dasselbe an zwei bei rascherem Gang aufgenommenen 
Aktionsstrémen, wobei die Aufnahmen die abfallenden Teile der Aktions- 
stréme nicht mehr zur Ganze enthalten. Abb. 4 zeigt zwei Aktionsstréme 
mit der kiirzesten Gesamtdauer, die wir iiberhaupt beobachtet haben, aber 
auch bei ihnen ist, verglichen mit den sonst bekannten Objekten, der An- 
stieg noch sehr steil im Verhaltnis zu dem sehr flachen Abfall. Nach 13 Auf- 
nahmen bei raschem Gang ist die Anstiegszeit des Aktionsstroms 0,6 + 0,1 
(1,0, 0,3) s, nach 15 Aufnahmen bei langsamerem Gang des photographischen 
Papiers ist seine Gesamtdauer 36,4 + 4,7 (66, 5) s. 

Weiter ist bemerkenswert, daf der Aktionsstrom bei Physarum die 
elektrische Spannung zwischen Protoplasma und Aufenmedium meist nur 
etwa zur Halfte riickgingig macht, obzwar Ahnliches auch von manchen 
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anderen Pflanzenzellen bekannt ist. An Plasmastrangen haben wir bei zwei 
Beobachtungen Plasmapotentiale von 48 und 24mV notiert und Aktions- 
stréme von 18 und 6mV. Diese Aktionsstréme haben also 38 bzw. 25% der 
Spannung zwischen Protoplasma und Auftenmedium voriibergehend riick- 
gangig gemacht. An Plasma- 
massen, meist auf Glas, haben 
wir 22 solche Beobachtungen: 
sie ergaben als Protoplasma- 
potential —43,1+2,7 (— 66, 
—24) mV, als Aktionsstrom 
20,8 +2,3 (57, 9) mV oder 
49,2 + 3,9 (75, 19) % des Proto- 
ee §=«plasmapotentials. 27 Aktions- 
strome, ebenfalls meist von 
Abb. 2. Plasmodium von Physarum polyce- Plasmamassen auf Glas, haben 
phalum; zuerst Nullstellung des Elektro- wir, wie in Abb. 1, bei lang- 
meters, dann Potential des Protoplasmas samem Gang des photographi- 
gegeniiber dem Agarnahrboden mit einem  schen Papiers registriert; es er- 
durch einen Offnungsinduktionsschlag ausge- gab sich dabei fiir das Proto- 





lésten Aktionsstrom, zu Ende Nullstellung des plasmapotential — 43,7 + 2,3 
Elektrometers mit einer Eichkurve’ von (— 69, —23) mV, fiir den 
—50mV. Unten Zeitmarken 10s. Aktionsstrom 22,1 + 1,5 (37, 9) 


mV oder 31,0 +3,5 (84, 20) % 
des Protoplasmapotentials. Schlieftlich haben wir 16 Aktionsstréme an zer- 
kliifteten Plasmamassen auf Agar bei raschem Gang. wie in Abb. 2—4, 
registriert. Es ergab sich hier fiir das Protoplasmapotential — 34,0 + 1,6 
(— 48, —22) mV, fiir den Aktionsstrom 19,7 +1,6 (31, 8) mV _ oder 
57,4 + 3,5 (84, 46) % des Proto- 
plasmapoitentials. Der Vergleich 
dieser Zahlen deutet darauf 
hin, da bei einem gréferen 
Potential zwischen Protoplasma 
und AuRenmedium, wie es bei 
den Plasmamassen auf Glas 
der Fall ist, der Aktionsstrom 
im Mittel kaum gréRer ist als 
bei kleinerem Protoplasma- 
potential, wodurch er prozen- Abb. 5. 
tual kleiner erscheint. Dasselbe Wie Abb. 2. von einem anderen Plasmodium. 





zeigt auch ein Vergleich der 
Einzelwerte besonders innerhalb der beiden ersten hier angefiihrten Ver- 
suchsgruppen. 

Da, wie erwahnt, das wahre elektrische Potential des Protoplasmas meist 
nur tiber kurze Zeit zu messen war, war es schwer, mehrere Aktionsstrom- 
beobachtungen nacheinander bei verschiedener Reizstarke unter gut ver- 
gleichbaren Bedingungen auszufiihren. In drei Fallen, in denen wir glau- 
ben, daf uns das gelungen ist, waren Groéfe und Dauer der Aktionsstréme 
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von der Reizstarke nahezu unabhiangig, wobei diese von der eben wirksamen 
bis zur vierfachen Starke variiert wurde. Abb. 4 zeigt zwei solche Aktions- 
stréme bei einem Verhialtnis der Reizstarken wie 1 zu 2. In zwei Fallen 
nahm das Ausmaf des Aktionsstroms mit der Reizstarke deutlich zu. 


Verainderungen der Protoplasmastrémung bei der Erregung 


Bei denselben Reizen durch Offnungsinduktionsstréme, bei denen wir die 
Aktionsstréme untersucht haben, haben wir auch die Wirkung auf die Proto- 
plasmastrémung beobachtet. Bekanntlich andert sich in den strémenden 
Streifen innerhalb gréferer Massen und in den Plasmastrangen der Myxo- 
myceten die Strémungsrichtung rhythmisch. Bei unseren Kulturen trat der 





Abb. 4. Plasmodium von Physarum polycephalum; zuerst Nullstellung des Elektro- 

meters, dann Potential des Protoplasmas gegeniiber dem Agarnahrboden mit Ak- 

tionsstrom, ausgelést durch einen Offnungsinduktionsschlag mit Reizstarke 1; nach 

einer Pause von etwa einer Minute wieder erst Nullstellung des Elektrometers, dann 

Potential des Protoplasmas mit Aktionsstrom ausgelést durch einen Offnungs- 

induktionsschlag von der Reizstirke 2, schlieBlich Nullstellung des Elektrometers 
mit einer Eichkurve von — 50 mV; unten Zeitmarken 10s. 


Richtungswechsel meistens alle 60—90 s ein, der damit verbundene Stillstand 
war meist nicht langer als eine Sekunde, selten bis 6s. Um einen Reizeffekt 
sicher als solchen zu erkennen. wurde das normale Verhalten des Plasmo- 
diums durch einige Zeit beobachtet, und dann wurde bald nach einem 
Richtungswechsel der Strémung gereizt. 

Unter einer gewissen Reizstirke trat kein Effekt ein. Uber dieser Reiz- 
starke, welche ungefahr dieselbe war, die auch Aktionsstréme ausléste, 
trat nach einer Latenzzeit bis zu 20s eine Verainderung der Sirémung ein, 
die in folgendem bestehen konnte. Entweder wurde die Strémungsrichtung 
ohne Stillstand gewechselt oder es trat nach einem Stillstand von Bruch- 
teilen einer Sekunde bis zu 45s eine neuerliche Strémung in der alten Rich- 
tung oder in der Gegenrichtung ein, wobei die Strémungsgeschwindigkeit 
ungefahr den alten Wert hatte. Dickere Plasmastrange haben erst bei etwas 
starkeren Reizen reagiert als die diinneren. Siarkere Reize haben die Latenz- 
zeit zwischen Reiz und Beginn der Reaktion verkiirzt, sonst war bei einer 
Vervierfachung der Reizstairke kein wesentlicher Einfluf auf die Reaktion 
zu bemerken. Bei den Reizen mit Gleichstrom waren Schadigungen oft, ins- 
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besondere nach wiederholten und langerdauernden Reizen zu beobachten. 
Die ersten Anzeichen einer Schadigung waren sehr lange Stillstande, nach 
denen die Strémung erst nach auffallend langer Zeit oder iiberhaupt nicht 
mehr in der alten Art in Gang kam. Diese Zustande diirften es sein, in denen 
Seifriz (1950) Viskositaétszunahmen nach elektrischen Reizen beobachtet 
hat. Die ersten morphologisch kenntlichen Zeichen einer Schadigung waren 
einzelne helle Streifen in der Langsrichtung der Strange, denen ein Zerfall 
des Protoplasmas folgte. 


Die elektrische Erregbarkeit 


Wir haben versucht, fiir verschiedene Spannungen die fiir die Aus- 
lésung des Strémungsstillstandes notwendigen Reizzeiten zu bestimmen. 
Dies war dadurch sehr erschwert, daft, wie erwahnt, 6ftere Einwirkung von 
Gleichstrom, besonders bei langeren Reizzeiten, leicht zu Schadigungen 
fiihrt. Wir kénnen als Gesamtresultat aus zahlreichen Beobachtungen an 
vielen Plasmodien nur folgendes sagen. Eine Verlangerung der Reizzeit iiber 
3s erhéht die Reizwirkung nicht mehr. Bei Verkiirzung der Reizzeit auf 1s 
mu& die Spannung nur wenig gesteigert werden, bei Verkiirzung auf 0,3 und 
weiter auf 0,1s ist eine weitere Steigerung der Spannung zur Auslésung 
desselben Strémungsstillstandes notwendig. Eine Verdoppelung der Reiz- 
spannung scheint ungefahr bei einer Reizzeit von 0,2s notwendig zu sein. 
Die Chronaxie ware also ungefahr 0,2 s. 


SchluSbetrachtungen 


Wir haben zwischen dem Protoplasma von Physarum polycephalum und 
dem Aufenmedium eine Spannung von der Gréfenordnung von 30mV ge- 
messen, wobei das Protoplasma negativ war. Die geringen positiven Werte 
von 2mV, die Kiimmel! (1929) an Badhamia, und von 0,1 bis 6,2 mV, die 
spater Watanabe, Kodati und Kinoshita (1939) an Didymium nigripes 
gemessen haben, diirften nach unseren Beobachtungen iiber die Membran- 
bildung an in das Protoplasma eingestochenen Elektroden daher riihren, 
da diese Autoren entweder erst nach einer Abkapselung der Elektroden- 
spitze durch eine vom Protoplasma gebildete Membran gemessen haben 
oder daft vielleicht eine vom Protoplasma beschmutzte Elektrodenspitze 
durch das Protoplasma hindurchgestochen worden war. Auch wir haben 
in manchen Fallen erst dadurch, daf keine gréRere Spannung zu messen 
war, fesigestellt, da sich die Elektrodenspitze auferhalb des Protoplasmas 
befand. 

Watanabe, Kodati und Kinoshita (1937) haben bei ihren Messun- 
gen an Didymium Schwankungen des elektrischen Potentials beobachtet, 
die den rhythmischen Anderungen in der Richtung der Protoplasma- 
strémung vorangingen. Hingegen haben Kamiya und Abe (1950) bei 
Physarum polycephalum elektrische Veranderungen gefunden, die den 
Anderungen der Strémungsrichtung folgen und von denen sie glauben, 
daf sie weder Ursache noch Folge von Anderungen der Protoplasma- 
strémung sind. Wir haben bei den viel gréferen und sicher ganz anders- 














Uber das elektrische Potential bei Physarum polycephalum 319 


artigen Potentialen, die wir gemessen haben, keine Schwankungen im 
Rhythmus des Wechsels in der Strémungsrichtung gefunden. Allerdings 
handelte es sich bei Kamiya und Abe um einen zwischen den Elektroden 
in Luft, also elektrisch isoliert, ausgespannten Plasmastrang, zwischen des- 
sen Enden sich leicht Potentialdifferenzen ausbilden konnten, bei uns be- 
fand sich das Plasmodium auf dem gut leitenden Nahrboden oder auf einer 
mehr oder weniger feuchten Glasunterlage, so daft Potentialdifferenzen 
zwischen verschiedenen Stellen des Plasmodiums Stréme im Plasmodium 
und im Aufenmedium erzeugt hiatten, die ihrerseits die Potéentialdifferenzen 
herabgesetzt hatten. 

Wir haben auch keine Unterschiede in der Spannung am hinteren und 
am vorderen Teil kriechender Plasmamassen gefunden, wahrend Wata- 
nabe, Kodati und Kinoshita (1937, 1939) an Didymium die Front des 
Plasmodiums positiv gegeniiber den hinteren Teilen fanden. 

Die Spannung zwischen Protoplasma und Auftenmedium wird vielfach 
als Potential an einer selektiv ionenpermeablen Membran aufgefaft, von 
der man vor allem annimmt, daf sie fiir Kationen viel durchlassiger ist als 
fiir Anionen. Es ist auch bekannt, daf man das Potential an der Zellgrenz- 
fliche lokal durch Aufbringen einer Kaliumchloridlésung entsprechender 
Konzentration aufheben kann. So fanden auch wir, daf nach Aufbringen 
von einem Tropfen 0,1 normaler KCl-Liésung auf eine Plasmamasse von 
Physarum polycephalum eine in diesen Tropfen eingetauchte Elektrode 
gegen eine zweite im Agarnahrboden eine negative elektrische Spannung 
annimmt, die derjenigen ganz ahnlich ist, die man beim Einstich in das 
Plasmodium messen kann. 

Nach der eben dargelegten Auffassung des Potentials zwischen Proto- 
plasma und Aufenmedium als Potential an einer selektiv kationen- 
permeablen Membran, die vor allem fiir Kaliumionen permeabel ist, ist 
zu erwarten, dafi das Potential an denjenigen Zellen grof ist, deren Salz- 
gehalt und damit Kationengehalt und vor allem deren Kaliumgehalt grof 
ist. Wir haben leider keine Angaben iiber den Kationengehalt von Myxomy- 
ceten-Plasmodien gefunden, aber es ist anzunehmen, daf ein nacktes 
Protoplasma in einem Medium von geringem osmotischem Wert auch in 
seinem Inneren einen geringeren Salzgehalt hat als eine Pflanzenzelle mit 
Zellulosemembran, deren Turgorspannung dem osmotischen Druck im Zell- 
inneren das Gleichgewicht halt, oder als eine Zelle in Meerwasser oder als 
eine tierische Zelle, die von einer Gewebsfliissigkeit mit einem gewissen Salz- 
gehalt umgeben ist. Die tatsachlich gemessenen Potentiale entsprechen 
durchaus dieser Erwartung. An Pflanzenzellen mit Zellulosemembran in 
SiiRwasser wurden meist Protoplasmapotentiale von — 100 bis — 150mV 
gemessen; an Epidermiszellen von Helodea-Blattern —104mV (Umrath 
1934b), an Zellen der AuRenwand der Utricularia-Blasen — 59, an denen 
der Innenwand —132mV (Diannelidis 1948), an Internodialzellen von 
Nitella mucronata etwa — 150mV (Umrath 1934a), an denen von Nitella 
opaca —105mV (Umrath 1953), an Spirogyra-Zellen —103mV, an 
Vauchheria —87mV (Umrath 1934b). An Valonia mocrophysa, einer 
Pflanzenzelle in Meerwasser, wurde von Umrath (1938) ein Protoplasma- 











320 Th. Diannelidis und K. Umrath 


potential von nur — 20 bis —50mV gemessen. Die Protoplasmapotentiale 
tierischer Nerven- und Muskelfasern liegen zwischen —50 und —95 mV. 
Bei Physarum polycephalum haben wir an ruhenden Plasmamassen und 
an Plasmastrangen Protoplasmapotentiale von etwa —37mV _ gemessen, 
wobei es keinen Unterschied ausmachte, ob sich das Plasmodium auf dem 
Agarnahrboden oder auf einer Glasunterlage befand. Bei den weit aus- 
gebreiteten, kriechenden Plasmamassen scheint das Aufenmedium von 
Einflu8 auf das Protoplasmapotential zu sein, denn auf Agarnaihrboden 
fanden wir etwa 26mV, auf. Glasunterlage 69mV. Vielleicht ist das ak- 
tivere Protoplasma in seinem osmotischen Wert und in seinem Ionengehalt 
weniger unabhangig von der Umgebung und hat bei niedrigem osmotischem 
Wert im Auftenmedium, wie er im Agarnahrboden gegeben ist, auch einen 
héheren Wassergehalt und niedrigeren Salzgehalt im Inneren und viel- 
leicht verliert es an Wassergehait, wenn es aus dem Nahrmedium heraus 
auf die trockene Unterlage des Petrischalendeckels kriecht. 

Tasaki und Kamiya (1950) haben an einem zwischen den Elektroden 
ausgespannten Plasmastrang von Physarum polycephalum, bei mechani- 
schen und elektrischen Reizen an einer der Elektroden, an dieser eine vor- 
iibergehende Negativierung gefunden, die sie als lokales Potential deuten. 
Bei Objekten mit gut ausgebildeter Erregungsleitung unterscheidet sich 
das lokale Potential vom Aktionsstrom folgendermafien. Der Aktionsstrom 
wird durch alle Reize, die ihn iiberhaupt auslésen, in gleicher Gréfe aus- 
gelést und pflanzt sich durch Erregungsleitung weiter fort. Reize, die et- 
was zu schwach sind, um einen Erregungsvorgang mit Aktionsstrom aus- 
zulésen, bedingen nur eine lokale Erregung mit einem lokalen Potential. 
Das lokale Potential ist in seinem Ausmaff von der Reizstirke abhiangig 
und breitet sich nur iiber wenige Millimeter aus, wobei seine Gréfe stetig 
abnimmt. Die ersten lokalen Potentiale wurden iibrigens von Umrath 
(1932b) an Nitella beschrieben und damals als Latenzvorgang bezeichnet, 
weil sie bei wenig iiberschwelligen Reizen die Latenzzeit zwischen Reiz 
und Aktionsstrom ausfiillen. 

Es ist anzunehmen, daft die von uns an Physarum polycephalum be- 
obachteten Aktionsstréme und die ohen beschriebenen Veranderungen der 
Strémung Begleiterscheinungen desselben Erregungsvorgangs sind, so dal} 
man die Erregungsleitung auch nach der Ausbreitung der Strémungsver- 
anderung beurteilen kann. Danach wiirde ein Erregungsiibergang von 
diinnen auf wesentlich dickere Plasmastriange oft nicht stattfinden, denn, 
wie erwahnt, bedingen schwache elektrische Reize oft Strémungsreaktionen 
in diinnen Plasmastrangen ohne dafi die Strémung in benachbarten, wesent- 
lich dickeren Plasmastrangen betroffen wird. Wir glauben aber doch, dal 
eine gewisse Erregungsleitung vorhanden ist. In einigen Fallen haben wir 
Plasmastrange in der Umgebung einer Reizelektrode beobachtet und auch 
bei den geringsten iiberhaupt wirksamen Reizstarken in dem Gebiet aufer- 
halb der Reizelektroden dieselben Strémungsreaktionen beobachtet, wie in 
dem Gebiet zwischen ihnen. Mitunter wurde bei einer Steigerung der Reiz- 
starke ein besonders schwacher Plasmastrang so geschadigt, daf er abstarb. 
Es kam in solchen Fallen vor, daf benachbarte, starkere Plasmastriange, die 
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vorher auf die Reize mit Strémungsveranderungen reagiert hatten, das 
jetzt nicht mehr taten. Es liegt nahe anzunehmen, dafi sie selbst eine héhere 
Reizschwelle hatten und vorher von dem diinnen Strang aus erregt wor- 
den sind. Wir méchten daher die von uns nach Reizen beobachteten Po- 
tentialanderungen Aktionsstréme, die von Tasaki und Kamiya beob- 
achteten lokale Potentiale nennen. In beiden Fallen fallt gegeniiber allen 
bisherigen Befunden an anderen Objekten der sehr steile Anstieg und der 
sehr flache Abfall der Potentialanderung auf. Aus Fig. 2 bei Tasaki und 
Kamiya (1950) kann man eine Anstiegszeit von 0,2 bis 0,25s und eine 
Gesamtdauer von etwa 4s ablesen. Das entspricht etwa den kiirzesten 
von uns beobachteten Werten, 0,3s fiir die Anstiegszeit, 5s fiir die Gesamt- 
dauer. Die von Tasaki und Kamiya beobachteten Potentialanderungen 
waren, wie das fiir lokale Potentiale bekannt ist, in ihrer Gréfe von der 
Reizstirke stark abhiangig, die von ihnen abgebildeten haben ein Ausmal 
von etwa 5mV. In den wenigen Fallen, in denen wir eine deutliche Ab- 
hangigkeit im Ausmaf der Potentialanderung von der Reizstarke fanden, 
sind wohl die nach den schwiacheren Reizen auftretenden als lokale Po- 
tentiale zu bezeichnen. Sie waren auch von etwas kiirzerer Dauer und 
diirften somit weitgehend den von Tasaki und Kamiya beobachteten 
entsprechen. Die sonst von uns beobachteten Potentialanderungen waren 
von der Reizstirke kaum abhiangig, was fiir ihre Auffassung als Aktions- 
stréme spricht. Daf mit dem gréfferen Ausmafi der Aktionsstréme, etwa 
2imV, eine langere Dauer, im Mittel 36s, verbunden ist, macht uns den 
Eindruck eines primitiven Verhaltens. Der Riickgang des Aktionsstroms 
ist ja nichts anderes als der Wiederaufbau des Potentials zwischen Proto- 
plasma und Aufenmedium. Bei anderen Ojjekten, auch bei Internodial- 
zellen von Nitella mucronata, haben lokale Potentiale und Aktionsstréme 
nahezu denselben zeitlichen Verlauf. 

Das Ausmaft des Aktionsstroms im Verhiltnis zum Protoplasmapoten- 
tial ist mit 50—70% gering; nur bei wenigen Pflanzenzellen, bei Spirogyra 
(Umrath 1934b) und bei Nitella opaca (Umrath 1953), wurden bisher 
prozentual ahnlich niedrige Werte gefunden. 

Der Einflu& der Reize auf die Protoplasmastrémung von Physarum ist 
nicht so auffallig wie der Strémungsstillstand der Characeen oder der 
Zellen der Tradescantia-Staubfadenhaare. Unsere Beobachtungen zeigen 
aber, daft der Erregungsvorgang mit in den verschiedenen Fallen etwas 
verschiedenen Veranderungen in der Protoplasmastrémung verbunden ist, 
wie wir sie oben naher beschrieben haben. Daf Tasaki und Kamiya 
keine solchen Veranderungen beobachtet haben, mag, wie sie selbst ver- 
muten, darauf beruhen, daf ihre Reizeffekte sehr lokal waren, es kann 
seinen Grund aber auch darin haben, daft sie einen momentanen Stillstand 
erwarteten, wahrend nach unseren Beobachtungen die Strémung oft erst 
nach etwa 20 Sekunden beeinflu#t wird und dann nicht immer im Sinne 
eines laingeren Stillstandes. 

Bei unseren elektrischen Reizversuchen haben wir eine Chronaxie von 
0,2s geschatzt, die also etwas kiirzer war als die Anstiegszeit des Aktions- 
stroms, die im Mittel 0,6s betrug. Dieses Verhalinis der beiden Zeiten 
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zueinander entspricht ungefahr auch dem von anderen Objekten her be- 
kannten. Weshalb Tasaki und Kamiya eine sehr viel kiirzere Chronaxie 
von nur etwa 0,001s gefunden haben, wissen wir nicht; sie selbst wundern 
sich iiber das Miffverhalinis dieses Wertes im Vergleich zur Dauer des 
Aktionsstroms. : 

Unsere Beobachtungen iiber die mit der Erregung verbundenen Ver- 
anderungen der Protoplasmastrémung sprechen insofern gegen eine Vis- 
kositaétszunahme bei der Erregung, als mitunter nur ein Richtungswechsel 
ohne einen Stillstand von merklicher Dauer zu beobachten war. In an- 
deren Fallen traten allerdings mehr oder weniger lange Strémungsstill- 
stande auf, und diese werden vielfach durch Viskositaétszunahmen erklart. 
Da aber iiber die treibende Kraft der Strémung hier wie an anderen Ob- 
jekten nichts Sicheres bekannt ist, kann man fiir den Strémungsstillstand 
ebensogut, wenn nicht besser, eine Abnahme der treibenden Kraft annehmen. 

Die Strémungsstillstinde, die Seifriz (1950) bei elektrischen Reizen 
beobachtet hat und bei denen er eine Viskositatszunahme fesistellte, ent- 
sprechen nicht den Reaktionen, die wir bei solchen Reizen fanden, die schon 
Aktionsstréme auslésen. Sie treten erst bei starkeren Reizen auf, die bei 
wiederholter Anwendung bald zu sichtbaren Schadigungen fiihren. 


Zusammenfassung 


Das Protoplasma von Physarum polycephalum hat gegeniiber dem 
AuRenmedium ein negatives Potential. Plasmastrange und ruhende Plasma- 
massen haben etwa —37mV, kriechende Plasmamassen auf Agarnahr- 
boden etwa —26mV, dieselben auf Glas etwa — 69 mV. 

Die Aktionsstréme haben ein Ausmaft von etwa 21 mV, eine Gesamt- 
dauer von etwa 36s und eine demgegeniiber auffallend kurze Anstiegszeit 
von etwa 0.6s. 

Mit dem Erregungsvorgang sind Veranderungen der Protoplasmastro- 
mung verbunden, die mit einer Latenzzeit bis zu 20s nach dem Reiz auf- 
treten und in einer Umkehr der Protoplasmastrémung oder in einem 
Stillstand bis zu 45s mit Wiederaufnahme der Strémung in derselben oder 
in der entgegengesetzten Richtung bestehen. 
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Das Anthoorphnin der Kompositen-Involukralblatter 
fehlt ihren SchlieSzellen 


Von 
Brigitte Schittengruber 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingelangt am 12. Dezember 1952) 


Mébius (1927) fiihrt eine Reihe von Kompositen an, bei denen sich in 
den Epidermiszellen der Involukralblatter ein eigenartiger schwarzbrauner 
Farbstoff findet. Der Farbstoff ist im Zellsaft lokalisiert, mit dem ebenfalls 
braunschwarzen Bliitenfarbstoff Anthophaein (Mébius 1900) ist er nicht 
identisch. Zur Unterscheidung von Anthophaein sei der Kompositen-Farb- 
stoff Anthoorphnin (6ppvoc= graubraun) genannt. Die chemische Natur 
des Anthoorphnins ist nicht naher bekannt. Mébius vermutet auf Grund 
seiner Beobachtungen an Centaurea Scabiosa, daB der Farbstoff dem Antho- 
zyan nahesteht. Dafiir scheint zu sprechen, dal} in den Epidermiszellen der 
Involukralblatter junger Bliitenképfe der Zellsaft durch Anthozyan rot 
gefiarbt ist. Die Umwandlung von Rot in Braunschwarz geht sehr rasch vor 
sich, Mébius meint, diese Umfarbung erfolgt unter dem Einflu® der oxy- 
dierenden Wirkung der Luft. 

Wenn Anthozyan die Farbung von Epidermiszellen bedingt, so fehlt 
dieser Farbstoff in der Regel den Schliefizellen. Falls das Anthoorphnin 
dem Anthozyan tatsachlich nahestehen sollte, durfte man erwarten, dal 
auch der graubraune Farbstoff den SchlieRzellen fehli. Schon Mobius 
ist es aufgefallen, da® an den schwarzlichen Stellen der Involukralblatter 
von Zinnia elegans die Schliefizellen frei von dem dunklen Farbstoff sind. 
Es sollte nun untersucht werden, ob dies bei den Stomazellen der braun- 
schwarzen Involukralblatter auch anderer Kompositen der Fall ist. 

Abgesehen von den bei Mobius angefiihrien Pflanzen fand sich das 
Anthoorphnin in den Involukralblattern folgender Kompositen: Leontodon 
incanus, L. hispidus, Bellis perennis, Crepis biennis, Hieracium alpinum, 
H. murorum, Taraxacum officinale. Bei Sonchus oleraceus zeigt der Blatt- 
rand dlterer Involukralblatter die typische schwirzliche Farbung, in den 
Zellen jiingerer Blatter ist Anthozyan vorhanden. Nicht zu sehen war das 
Anthoorphnin in den Involukralblattern von Scorconera rosea, Senecio 
capitatus, Chrysanthemum corymbosum, Matricaria Chamomilla, An- 
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themis arabica, Centaurea bella, Tussilago farfara, Solidago-Arten und 
Doronicum plantagineum. Es folgen nun Angaben iiber das Verhalien der 
Schliefizellen in den anthoorphninhaltigen Epidermen. 

Leontodon incanus: In den Involukralblattern dieser Pflanze ist das 
Anthoorphnin in den gewoéhnlichen Epidermiszellen entweder in ballen- 
artigen Anhaufungen vorhanden oder es farbt die ganze Zentralvakuole 
gleichmafig. Besonders intensiv ist die Farbung in der Tee die auch 
mit tiefschwarzen Haaren 
besetzt ist. Der Zellsaft 
der Schliefizellen der zahl- 
reichen Stomata ist stets 
farbstofffrei. 

Leontodon _hispidus: 
Der graue Farbstoff der 
Hiillblatter tritt im Zell- 
saft niemals geballt oder 
granuliert auf, farbt viel- 
mehr die Vakuole der 
gewohnlichen Epidermis- 
zellen immer gleichmaBig, 
allerdings in verschiede- 
nen Zellen mit ungleicher 
Starke, die Zellen der 
aiuBeren Involukralblat- 
ter sind stets wesentlich 
dunkler, intensiver ge- 
farbt. Die Schliefzellen 
erscheinen farblos. 

Bellis perennis: Der 
schwarze- Farbstoff 
kommt vornehmlich in 
den Zellen des Randes 
und der Basis der Hiill- Abb. 1. 
blatter vor und tingiert Epidermis des Involukralblattes von Crepis biennis 
die ganze Vakuole gleich- 
maBig. Die .,weiffen“ SchlieBzellen heben sich durch ihren farblosen Zell- 
saft deutlich von den grauschwarzen gewohnlichen Epidermiszellen ab. 
Ganz selten kommt es vor, daf auch gewohnliche Oberhauitzellen, die 
an die Schliefzellen angrenzen, anthoorphninfrei sind. 

Hieracium alpinum: Die Involukralblatter sind ebenso wie bei Hiera- 
cium murorum mit Driisenhaaren dicht besetzt; die Basiszellen und Stiel- 
zellen dieser Haare sind durch den Farbstoff dunkel gefarbt, nicht selten 
ist dieser auch in den gewohnlichen Epidermiszellen enthalten, niemals aber 
in den Schliefizellen. 

Soweit bisher untersucht, erscheinen uns also die Schliefizellen derjeni- 
gen Involukralblatter, die durch Anthoorphnin grau gefarbt sind, farblos. 
Brat und Weber (1951) haben gezeigt, daft ungefarbt aussehende Schlief- 
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zellen von Nymphaeaceen-Bliitenblattern auf Zusatz von Ammoniakwasser 
gelb werden, woraus man schliefen darf, daf der Zellsaft dieser Schlief- 
zellen Anthoxanthin enthalt. Es wurde gepriift, ob vielleicht auch die ,,farb- 
losen“ Stomazellen der Involukralblatter der Kompositen Anthoxanthin 
besitzen. Bei Bellis perennis und bei Leontodon hispidus ist dies tatsachlich 
der Fall: Der Schliefizellen-Zellsaft nimmt bei Zusatz von Ammoniakwasser 
oder verdiinnter KOH eine mehr oder weniger intensive Gelbfarbung an. 
Bei den Stomazellen der Involukralblatter anderer Kompositen Jat sich 
eine solche Gelbfarbung der Schliefizellen durch die genannten Reagenzien 
nicht erzielen. 

Mébius hat den schwarzbraunen Farbstoff durch das Verhalien gegen- 
iiber verschiedenen Reagenzien zu charakterisieren versucht. Fiir den Farb- 
stoff von Centaurea Scabiosa und Plantago lanceolata, von dem Mobius 
vermutet, daff er sich von Anthozyan ableitet, gibt er an, daff sich dieses 
Pigment in Schwefelsaure ,,rot“ farbt. Die dunklen Farbstoffe der vielen 
von Mébius untersuchten Kompositen geben diese Rotfarbung aber nicht, 
und dies gilt auch fiir die in der vorliegenden Arbeit angefiihrten Kompo- 
siten: In Schwefelsdure tritt keine Farbanderung ein. 

Schittengruber (1953) hat dariiber berichtet, daf auf Zusatz von 
verdiinnter ('/:o normaler) Schwefelsaiure im Zellsaft der Involukralblatter 
ohne Farbanderung entweder granulare ,,Gerinnung” eintritt oder ein Kon- 
traktionsvorgang. Die Kontraktion des anthoorphninhaltigen Zellsaftes hat 
groRe Ahnlichkeit mit derjenigen des durch Anthozyan gefarbten Zellsaftes 
von Cerinthe major (Kenda und Weber 1952). In beiden Fallen sind es 
nur gefarbte Zellsafte, die die Kontraktion zeigen: Der Farbstoff bei den 
Boraginaceen ist das Anthozyan, der bei den Kompositen ist das Antho- 
orphnin. 

Die Cerinthe-Korolle hat keine Stomata, es lief sich an dieser Pflanze 
also nicht entscheiden, ob auch der ungefarbte Zellsaft zur Kontraktion 
und Verfestigung neigt. Die Kompositen-Involukralblatter haben Stomata, 
ihre SchlieRzellen sind ungefarbt. Hier zeigt es sich nun, daf die Vakuolen 
der Schliefizellen keine Tendenz zur Kontraktion haben und auch keine 
Tendenz zur Verfestigung. Wahrend die Protoplaste der gewéhnlichen 
Epidermiszellen, wenn sie viel Anthoorphnin in der Vakuole enthalten, 
eckig plasmolysieren, ist die Plasmolyseform der stets anthoorphninfreien 
SchlieBzellen konvex. 


Zusammenfassung 


Der zuerst von Mébius beschriebene graubraune bis schwarze Farb- 
stoff der Epidermiszellen der Involukralblatter von Kompositen wird zur 
Unterscheidung von Anthophaein als Anthoorphnin bezeichnet. Wih- 
rend das Anthoorphnin in den gewoéhnlichen Oberhautzellen dieser Blatter 
vorkommt, fehlt es in den Schliefzellen vollkommen. Die Schliefzellen der 
Involukralblatter mancher Kompositen enthalten Anthoxanthin (Gelb- 
farbung mit Ammoniak). Die anthoorphninhaltigen Vakuolen der Epi- 
dermiszellen neigen zu aktiver und zu passiver Kontraktion und Verfesti- 
gung, der anthoorphninfreie Zellsaft der Schlie8zellen dagegen nicht. 
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Kontraktion Anthoorphnin-haltiger Vakuolen 


Von 
Brigitte Schittengruber 


Mit 3 Textabbildungen 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Graz 


(Eingelangt am 22. Dezember 1952) 


Schittengruber (1953) hat den braunschwarzen Farbstoff, der nach 
Mébius (1927) in den Epidermiszellen der Involukralblatter vieler Kom- 
positen vorkommt, Anthoorphnin genannt. Die Intensitat der Farbung, 
die die Oberhaut der Hiillblatter durch dieses im Zellsaft enthaltene 
Pigment erhalt, ist nicht nur bei verschiedenen Species verschieden, sie 
hangt vielmehr auch bei ein und derselben Art wesentlich von der Jahres- 
zeit ab, und zwar diirfte die Temperatur dabei die ausschlaggebende Rolle 
spielen. Bei Kompositen, die bei uns im Freien bis in den Spatherbst hinein 
bliihen, wie Bellis, Taraxacum, Leontodon, \abt sich leicht bemerken, daB © 
die Unterseite der Involukralblatter in der warmen Jahreszeit blafgrau 
erscheint, in der kalteren Jahreszeit aber, in der die Nachttemperaturen 
um den Nullpunkt schwanken, wesentlich dunkler grau, fast schwarzlich ist. 
Dieser makroskopisch sichtbare Unterschied in der Intensitaét der Farbung 
ist, wie sich mikroskopisch feststellen lait, dadurch bedingt, daft der Zell- 
saft im Spatherbst mehr Anthoorphnin enthilt als in der warmeren Jahres- 
zeit. Die Vorgainge an den Anthoorphnin enthaltenden Vakuolen, iiber die 
im folgenden berichtet wird, sind um so deutlicher ausgepragt, je dunkler 
gefarbi der Zellsaft ist. Die Beobachtungen wurden daher hauptsachlich 
in den Monaten Oktober und November gemacht, und zwar an Pflanzen, 
die kurz vorher aus dem Freien (Botanischer Garten oder Umgebung von 
Graz) entnommen wurden. Am besten eignen sich zu den Versuchen die 
Hiillblatter von Bellis perennis und Taraxacum officinale. 

Normalerweise nimmt die durch Anthoorphnin grau gefarbte Vakuole in 
den Epidermiszellen der Hiillblattunterseite den gréften Teil des Zell- 
Lumens ein, das Cytoplasma ist auf einen schmalen wandstandigen Saum 
eingeschrankt. Stets findet man aber in mehr oder weniger zahlreichen 
Oberhautzellen die zentrale Vakuole wesentlich verkleinert. Die so kon- 
trahierte Vakuole ist dann dunkler gefarbt, fast schwarz. Zwischen dem 
wandstandig gebliebenen Cytoplasma befindet sich ein leer aussehender, 
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mit farblosem Zellsaft erfiillter Raum. Die Zellen sind lebend «ind an- 
scheinend nicht geschadigt. Es ist in solchen Zellen also eine vitale Va- 
kuolenkonzentration (kurz .,Vako“) vor sich gegangen, die als ,,spontan” 
zu bezeichnen ist, da sie ohne experimentelle Eingriffe ,,von selbst” er- 
folgt ist. 


Spontane und (durch Verletzung oder Vitalfarbung) induzierte Va- 
kuolenkontraktionen sind in Pflanzenzellen nicht gerade selten (Lit. bei 
Kiister 1951). Was aber die Vakuolenkontraktion in den Hiillblattern 
der Kompositen auffallend macht, ist, da die kontrahierte Vakuole sich 
nicht abrundet, wie dies bei Zellen mit fliissigem Zellsaft (etwa bei Allium- 
Epidermiszellen) der Fall ist (Kiister 1927). Die verkleinerten Vakuolen 
der Involukralblatt-Oberhautzellen sind vielmehr eckig und haben in 
reduzierter Dimension die Form der Zelle bewahrt. Ein solches Verhalten 
ist nur von ,,festen“ (festwerdenden) Zellsaften zu erwarten. Es wurde zu- 
erst von Gicklhorn und Weber (1926) beobachtet und spater von einer 
Reihe von Autoren an Boraginaceen-Bliitenzellen beschrieben, so daf so- 
genannte ,,feste Zellsifte” fiir Boraginoideen ganz allgemein als charakte- 
ristisch angesehen werden diirfen. Die Kontraktion der Vakuole anthozyan- 
gefarbter Boraginaceen-Bliitenblatizellen fiihrt zur Bildung von ,,Antho- 
zyanophoren’, das heift gallertigen Gebilden, an die das Anthozyan ge- 
bunden ist. Der Vorgang wurde von Weber (1935) als Synarese aufgefafit. 

In den grau gefarbten Zellen der Kompositen-Hiillblatter spielt sich 
offenbar der gleiche Vorgang ab: Die Vakuole kontrahiert sich, der Zellsaft 
wird dabei fest, der graue Farbstoff bleibt an das Gel gebunden und das 
Gebilde, das dabei entsteht, kann, in Analogie zur Bezeichnung Antho- 
zyanophor, als Anthoorphninophor bezeichnet werden. 

Der kontrahierte Zellsaft (Anthozyanophor) der Borraginaceen ist weich, 
gallertig, kein Xerogel. Einen weit héheren Grad an Festigkeit kann die 
konirahierte Vakuole der Hiillblattzelle, der Anthoorphninophor, erreichen: 
Er wird spréde und kann wie Glas in Splitter mit scharfen Bruchflachen zer- 
springen (Abb. 1). Merkwiirdig ist, daf beim Zerbrechen des Antho- 
orphninophors die Zellen nicht zugrunde gehen, sondern unverandert plas- 
molysierbar bleiben. 


Man wird bei diesem Verhalten des Anthoorphninophors erinnert an das 
des Anthozyanophors im Bliitenblatt von Pelargonium zonale, der ebenfalls 
in Teilstiicke mit zackigem Bruch zerfallen kann (Toth 1951). 


Welche Kriafte das Zersplittern des festgewordenen Zellsafies verur- 
sachen, ist nicht ersichtlich. Man kénnte daran denken, daft bei der Pra- 
paration (Abziehen der Epidermis) Spannungen auftreten. Es lat sich aber 
an durch Infiltration mit Wasser durchsichtig gemachten Hiillblattern sehen, 
daft schon in den Epidermiszellen intakter Blatter ..zerbrochener Zellsaft* 
vorkommen kann. Man kénnte auch daran denken, daft bei Froésten (in 
einigen Niachten sank die Temperatur bis auf —4°C) der Zellsaft durch 
Gefrieren zersplittert. Dagegen spricht, dai auch schon zu Beginn des Herb- 
stes, vor Eintritt von Frésten, wenn auch seltener, zersprungene Zellsafte 
zu sehen sind. 
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Wie erwahnt, findet die ,spontane Vako“ nicht in allen Epidermiszellen 
der Hiillblatter statt. Es ergab sich so die Gelegenheit zu priifen, ob es még- 





Abb. 1. Epidermiszellen eines Involukralblattes von Bellis peremis. Der durch 
spontane Vako festgewordene Zellsaft z. T. zersplittert. 


lich ist, Vako experimentell auszulésen. Zu den darauf hingerichteten Ver- 
suchen gab folgende Beobachtung von Kenda und Weber (1952) die 





Abb. 2. Epidermiszellen eines Involukralblattes von Leontodon hispidus a in 
Wasser, b in verdiinnter Schwefelsdure, c in verdiinntem Ammoniak. 


Anregung. In den anthozyanrot gefarbten Zellen der Bliite von Cerinthe 
major kann durch verdiinnte Schwefelsiure Vako ausgelést werden, und 
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diese Vako ist durch Zusatz von Ammoniak (KOH) wieder riickgangig zu 
machen. 

Wird zu Epidermisstreifen, deren Zellen Anthoorphnin enthalten und 
deren Vakuolen nicht durch spontane Kontraktion verkleinert sind, */,, nor- 
male Schwefelsdure zugesetzt. so erfolgt in geeigneten Zellen Kontraktion 
der Vakuole. Diese Vako geht zwar nicht so blitzartig rasch vor sich wie 
die in den Cerinthe-Zellen, immerhin aber so schnell, daf das Fortschreiten 
der Verkleinerung der Vakuole im Mikroskop leicht verfolgt werden kann ' 


(Abb. 2). 





Abb. 3, Epidermiszellen eines Involukralblattes von Taraxacum officinale. Zellen 

zuerst in 1mol Kalisalpeter-Lésung plasmolysiert, dann — nach Absaugen des 

Plasmolytikums — verdiinnte Schwefelsdure zugesetzt. In den eckig plasmolysierten 

Protoplasten der gewéhnlichen Epidermiszellen erfolgt induzierte Vako der antho- 

orphninhaltigen Vakuole, in den konvex plasmolysierten Protoplasten der Schlief- 
zellen erfolgt keine induzierte Vako der anthoorphninfreien Vakuole. 


Wird dann die Siure durch Lauge ersetzt, so geht die Vako zuriick und 
der Zellsaft nimmt wieder sein urspriingliches Volumen ein. Es ist ge- 
lungen, die Vakuolen-Systole und Diastole durch Wechsel der Reaktion des 
Mediums bis zu achtmal an ein und derselben Zelle zu wiederholen. 

Das im wesentlichen gleiche Verhalten der anthoorphninhaltigen Zell- 
sifte der Kompositen mit dem der Boraginaceen-Zellsafte la&t es wahr- 
scheinlich sein, daR bei dem Kompositen wie bei den Boraginaceen die 
gleiche oder doch eine ahnliche Substanz dafiir verantwortlich ist. Hof- 


‘ Bei der Vakuolenkontraktion kann sich die Vakuole entweder vom Cyto- 
plasma trennen und dieses wandstandig bleiben, wie dies in Abb. 2b dargestellt 
ist, oder das Cytoplasma geht mit der Vakuole mit, trennt sich also von der 
Zellwand. 
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meister (1940) hat die Ansicht geaéuffert, da Pektine den wesentlichen 
Bestandteil des Boraginoideen-Zellsaftes ausmachen. Kenda und Weber 
(1952, 1953) haben sich dieser Meinung angeschlossen und vermuten, daft die 
Kontraktion und Dilatation des Vakuoleninhaltes von Cerinthe durch Ver- 
anderung der Ionisation der Fadenmolekiile von Pektinen ausgelést wird. 
Hartel (1953) hat weitere Argumente zugunsten dieser Vorstellung er- 
bracht. Der Gedanke liegt nahe, daf} auch bei der Vako in den Epidermis- 
zellen der grauen Hiillblatter der Kompositen Pektine eine Rolle spielen. 


Bei Cerinthe geht die reversible Vako nur in den Zellen vor sich, deren 
Zellensaft durch Anthozyan gefarbt ist. Die Bedeutung des Anthozyans ist 
dabei nicht gekliart. Vielleicht liegt die Sache einfach so, daf die Zellen 
mit Anthozyan gleichzeitig auch mehr Pektin im Zellsaft enthalten. Es ist 
beachtenswert, daf in den Kompositen-Hiillblattern nur diejenigen Zellen 
spontane oder induzierte Vako zeigen, die Anthoorphnin enthalten, und daft 
die Vako um so starker wird, je dunkler die Vakuolen durch den Farbstoff 
tingiert waren. 


Die Schliefizellen der Stomata besitzen farblose Vakuolen, also kein 
Anthoorphnin, sie zeigen auch weder spontane noch induzierte Vako 
(Abb. 3). 

Zellen, die infolge nur geringen Gehaltes an Anthoorphnin blof licht- 
grau gefarbt sind, verhalten sich anders als durch Reichtum an diesem 
Farbstoff dunkelgrau bis schwarz gefirbte. Sie zeigen im allgemeinen keine 
oder nur eine ganz schwache Vako, ihr Zellsaft ist (noch) fliissig, ihre Proto- 
plaste runden sich bei Plasmolyse ab und in ihrem Zellsaft kann es zu einer 
Entmischung (Koazervation?) kommen. Ihr Vakuoleninhalt weist manchmal 
je eine groke Kugel auf, die starker grau gefarbt ist als der iibrige Zellsaft, 
seltener sieht man in der Vakuole viele kleine graue Kugeln in dem dann 
nur ganz schwach gefarbten Saft, das typische Bild einer .,tropfigen Ent- 
mischung™. 


Zusammenfassung 


Die durch Anthoorphnin grau bis schwarz gefarbten Vakuolen der Epi- 
dermiszellen der Unterseite der Involukralblatter mancher Kompositen 
kénnen spontane Kontraktion erleiden. Dabei wird der Zellsaft fest und 
die kontrahierte Vakuole rundet sich daher nicht ab. Es liegen hier ,,feste 
Zellsifte“ vor wie bei den Boraginaceen. Die Zellsafte kénnen spréde wer- 
den und in der lebenden Zelle wie Glas in Bruchstiicke zerspringen. In 
Zellen, in denen keine spontane Vakuolenkontraktion (Vako) eingetreten 
ist, kann die Vako durch Zusatz von '/,, normaler Schwefelsiure ausgelést 
werden. Diese induzierte, rasch ablaufende Vako ist insofern reversibel, als 
sie durch Laugenzusatz riickgangig gemacht werden kann. Koniraktion 
und Dilatation des Zellsaftes kann wiederholit veranlafit werden. Es wird 
vermutet, daf das eigenartige Verhalten der grauen Kompositen-Zellsafte 
ebenso wie das des anthozyanroten Zellsaftes von Cerinthe durch den Ge- 
halt an Pektin bedingt ist. 
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Zur Frage des Plasmalemmas bei Spirogyra 
Von 
Karl Héfler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 19. Dezember 1952) 


Friihere Beobachtungen iiber die Wirkung der Soda-Plasmolyse auf ver- 
schiedene Pflanzenzellen (Héfler 1951) haben zum Ergebnis gefiihrt, daft 
die Resistenz gegen Na,CO,-Lésungen auferordentlich verschieden ist und 
dafi dafiir eine ungleiche Schutzwirkung der auferen Plasmagrenzschicht, 
des Plasmalemmas, verantwortlich sein diirfte. Die mitgeteilten Versuche 
haben noch nicht bewiesen, aber wahrscheinlich gemacht, da das — relativ 
zarte — Plasmalemma von Spirogyra wesentlich anders strukturiert ist als 
dasjenige anderer Algen. Ein unterscheidendes Merkmal lat sich fassen. 
Wie Weber (1932) dargetan hat, ist Ca bei Spirogyra zur Restitution des 
durch Plasmolyse gestérten Plasmalemmas notwendig. ,,Dagegen ist am 
Aufbau der dichten und dauerhaften Plasmagrenzschicht der Desmidiaceen, 
die auch durch Kaliumoxalat nicht zerstért wird, das Ca vermutlich nicht 
entscheidend beteiligt® (Héfler 1951, S. 457). 

Die damals von mir untersuchten Spirogyren gaben in hypertonischer 
Sodalésung stets das Bild bunter Nekrose (S. 545, Abb. 6), wie sie ahnlich 
zuerst von Weber (1931, 1933) an Spirogyren bei Harnstoff- oder Alkohol- 
behandlung beobachtet worden war. 

Ich will im folgenden iiber eine kleine Reihe von Versuchen berichten, 
die im November 1952 mit einer anderen Spirogyra durchgefiihrt wurden. 
Die Algen sind am 13. November im sogenannten Wasserpark an der Donau 
in Wien-Floridsdorf gesammelt worden. Die gleiche Spirogyra steht seit 
20 Jahren im Wiener Institut im Herbst zur Verfiigung. Die Zellen sind 
52—56 u, meist 54 u breit und etwa doppelt so lang, haben einen breiten, 
ziemlich dicht gewickelten, gekielten und am Saum gelappten Chromatophor 
mit 5—6 Umlaufen und flache, ungefaltete Querwiande. Die Art wurde noch 
nicht kopulierend und fruchtend gesammelt. Sie findet sich meist zusammen 
mit der ahnlichen, aber wesentlich breiteren (68—71 u) Spirogyra gallica 
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Petit (vgl. Schindler 1938 a, b, Eibl 1939, b, S. 162), welche einige Male 
fruchtend gefunden wurde und bestimmt werden konnte. Wir nennen die 
Alge im Institut Spirogyra ,,pseudogallica ad interim“. Nach Transeaus 
(1951) Zygnemataceen-Monographie, die auch die vegetativen Merkmale be- 
riicksichtigt, gehort die Alge vermutlich zu Spirogyra condensata (Vaucher) 
Kiitz. 1843, S. 279. Es ist dies (neben Spir. labyrinthica Trans. 1934 = Spir. 
daedalea var. major Hirn 1913) die einzige europaische einbandrige Spiro- 
gyra mit glatter Querwand, deren vegetative Faden iiber 50 (nach Tran- 
seau 45—60 u) breit sind. Die Art ist ,,widely distributed in Europe; re- 
ported from South America. Characterized by its short cells and closely 
spiraled chromatophores. Sterile cells sometimes inflated® (Transeau, 
S. 152). Die von Toth, Graf und Richter (1943, S. 302) fiir Spir. ,,pseudo- 
gallica“ beschriebenen, kalottenférmigen Plasmaansammlungen an jiingeren 
Querwanden beobachtete ich an meinem Material nur bei Spirogyra ,,pseudo- 
gallica’ = condensata, nicht an der beigemengten Spirogyra gallica. 

Am 15. November untersuchte ich zunachst das Verhalten in Trauben- 
zucker- und KCl-Lésung abgestufter Konzentration T = 13—13,5°C. Der 
osmotische Wert der Zellen lag um 0,3 mol Trbz. Hier gab etwa die Halfte 
der Faden Eckenplasmolyse, die Halfte keine Plasmolyse oder schwachste in 
ganz vereinzelten Zellen. Bei 0.4mol und dariiber Zucker trat iiberall normale 
Plasmolyse ein. In 0,4 mol war der erreichte Grad 0,73,, 0,70,, 0,74,, in einem 
anderen gesunden Faden 0,83, 0,84,. Nur in wenigen, wohl herbstlich 
kranken“ Faden trat fortschreitende Plasmolyse (de Vries 1885, S. 567) 
mit unregelmafigen Umrissen ein. 

In 0,5 n KCl ergab sich das Bild bunter Nekrose. Ein Teil der Zellen laRt 
schéne konvexe oder anfanglich unregelmafig umrissene Plasmolyse ein- 
treten, ein anderer Teil liefert primare Tonoplastenstadien. Die nach 
25—33 Min. vorgenommene Auszahlung ergab: 


lebend 6101321221411112315232721111251262321131242522 =113 = 62% 
Tonoplasten 1 12121111222121123211121221221111511311111113= 69=38% 


Es waren somit 62% der Zellen plasmolysiert und lebend, 38% zeigten klare, 
glatt abgekugelte Tonoplasten. — Zu ahnlichen Werten hatten Eisels- 
bergs (1937) Auszihlungen an anderem Spirogyra-Material gefiihrt. Die 
mittlere ,,Mortalitat* betrug in ihren Versuchen in 0,4n NaCl-Lésung 45% 
(35—50%), in 0,4n KCl-Lésung 30% (20—50%). Bei Zusatz steigender 
Vol.%-Anteile von 0,29 und CaCl, zur plasmolysierenden Alkalisalzlésung 
stieg der Anteil der iiberlebenden Protoplasten (Abb. 1). 

Am selben Tag habe ich vergleichbare Reihenversuche mit Sodalésungen 
(1,0n, 0,9n... 0,1 n) durchgefiihrt. Aus guten Spirogyra-Locken wurden mit 
einem scharfen Scherchen gleich lange Fadenstiicke herausgeschnitten und in 
einen grofen Tropfen Standortswasser gelegt. Von da brachte ich mit der 
Pinzetie jeweils kleine Biischel in die Tropfen der einzelnen zu priifenden 
Lésungen, wobei die Verdiinnung durch das den Fadenstiicken anhaftende 
Wasser vernachlassigt werden konnte. Die Sodaversuche verliefen folgender- 
mafen: 
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In allen hypertonischen Lésungen wurde die iiberwiegende Mehrzahl der 
Zellen rasch getétet, nur einzelne Zellen blieben lebend und liefen eine 
vollig normale Plasmolyse mit baldiger Rundung eintreten. In 0,7 n zeigten 
drei Fadenstiicke unter 90 Zellen 11 lebende. unter 86 Zellen 7 lebende. unter 




















ae ee ee 
40 
me 1. 4: 
20-+| 40- 
0! 20- 
o- = 
0 5 Ciel, 
100KCI «5 90 


Abb. 1. Nach Eiselsberg (1937, S. 551, Abb. 4). Entgiftung einer 0,4 n KCl-Lésung 
durch Zusatze von 0,29 n CaCle-Liésungen. Abszisse: Vol.% CaCle, Ordinate: Prozent 
der getéteten Zellen. Spirogyra sp. aus Oberdsterreich. 


90 Zellen 5 lebende, in einem vierten Faden war keine Zelle lebend und 
plasmolysiert. In den primar getéteten Zellen, wo also Plasmalemma und 
Binnenplasma von der Sodalésung iiberrannt worden waren, fanden sich 
aber ausnahmslos zart konturierte Tonoplasten mit leicht kriimeligem 





Si pices “aes * ‘: 


Abb. 2. Spirogyra ,,pseudogallica“ (= condensata [Vauch.| Kiitz.?) in 0,5 n Na2COs. 
Lebende Zelle zwischen nekrotischen Zellen. 17. November 1952. 


Vakuoleninhalt. Meist lagen zwei, selten nur ein Tonoplast in der Zelle. 
Gewéohnlich schieben die Tonoplasten, indem sie der Kugelform zustreben, 
die Chloroplastenbander auseinander. Das fiihrt bei der dichtgewickelten 
Spirogyra ,,pseudogallica” (= condensata) zu kennzeichnenden Bildern 
(Abb. 3). Nur in vereinzelten Zellen hatte sich die griine Schraube ver- 
schmiilert und hatte die Chloroplasten zu zylindrischer Form in die Lange 
gepre't. In einer Zelle, die im entspannten, turgorlosen Zustand 142 uw lang 
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und auften 49,5 uw, innen 46,7 u breit war, waren die zwei Tonoplasten osmo- 
tisch stark verkleinert und 49 und 45 yw lang und 28,5 uw breit. 

Die Ablesung des Reihenversuches zeigte, daft der Hundertsatz der iiber- 
lebenden Zellen in 0,9 bis 0,4n Soda iiberall gleich gro bzw. gleich klein 
war, daft also schwachere Hypertonie die Zahl der iiberlebenden Zellen nicht 
oder kaum erhoht. Etwa 10% der Zellen, regellos in den Zellen verteilt, iiber- 
lebten die Sodaeinwirkung und gaben normale Plasmolyse. Diese erreichte 
z. B, in 0,5 n den Endgrad von 0,56; im betreffenden Fadenstiick lebten 7 von 
92 Zellen, in den anderen, nekrotischen waren meist zwei groRe kugelige 
Tonoplasten vorhanden, welche die Chloroplasten auseinanderdrangten. 
Abb. 2 zeigt eine lebende Zelle zwischen ihren nekrotischen Nachbarn nach 
einem gleichen Versuch in 0,5n vom 17. November. Der Konirollversuch in 
0.5 mol Traubenzucker ergab lauter normal konvexe Plasmolysen. 

In 0,4 n Na,CO, zeigten im Reihenversuch vom 15. November einzelne 
Zellen Plasmolysen entsprechend schwacheren Grades, viele Faden auch 
durchwegs Tonoplastenstadien. In 0,3n erschien meist keine Plasmolyse, 
alle Zellsifte waren getriibit, die Chloroplasten befanden sich in der ur- 
spriinglichen Lage oder waren ein wenig auseinandergedrangt. Blof in zwei 
Faden des Praparats gab es ganz vereinzelte lebende Zellen, welche Grenz- 
plasmolyse zeigten und innen zwei elliptische Tonoplasten mit klarem In- 
halt, d. h. ohne Niederschlag in den Vakuolen, eben erkennen liefen. 

In der hypotonischen Lésung von 0,2n Na,CO, waren auch die meisten 
Zellen nekrotisch, immerhin fanden sich Faden mit mehr iiberlebenden 
Zellen. Der Unterschied zwischen lebenden und geschadigten war auch ohne 
Plasmolyse deutlich, die lebenden zeigten wie im unbehandelten Material 
dunkelgriine, gekielte und am Rand gelappte Chloroplasten mit deutlichen 
Pyrenoiden, in den nekrotischen war das Griin der Chloroplasten ein wenig 
matter, diese waren gequollen, spater schlauchahnlich (vgl. Kiister 1937, 
Hofmeister 1937, Schindler 1939), im optischen Querschnitt kreisrund 
bis langselliptisch, die Pyrenoide waren verschwunden, die Bander infolge 
der Volumzunahme einander geniahert. Die Zellsifte waren getriibt, die 
Protoplasten aber nicht geschrumpft. Es handelt sich um ein Tonoplasten- 
stadium ohne Plasmolyse. Die Auszahlung ergab im besterhaltenen Faden: 


lebend 121i22471212 = 2 
tot 203° 2 2-358 32 4. 2-8 Sri som 


Hier lebte also die Halfte der Zellen. In anderen Faden waren alle oder fast 
alle Zellen getétet. Als der Reihenversuch nach 1% Stunden nochmals ab- 
gelesen wurde, liefen im Praparat in 0,2 n (100 Min. nach dem Einlegen) die 
iiberlebenden Zellen eine starke Vorwélbung der Querwande gegen die 
turgorlosen Nachbarzellen hin erkennen, die Zellsifte waren klar, frei von 
Sodafallung, das Plasma hatte also dicht gehalten. Ich saugte nun 0,5 mol 
Trbz., sodann 0,6 mol Trbz. durch das Praparat, es trat in vielen Zellen noch 
Plasmolyse mit glatten Konturen ein. — In 0,1n Na,CO, war nach einer 
Stunde noch ein Teil der Zellen lebend, der Anteil ungleich, z. B. in einem 
Faden 28 von 76, in einem anderen 47 von 61, andere Faden waren vollig 
getotet. 

Protoplasma, Bd. XLII/3. 24 
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Auf die interessanten Vorgiinge beim Aufquellen der Chloroplasten 
wahrend der Sodanekrose will ich hier nicht eingehen. Schindler hat fiir 
Spirogyra gallica die Vorgange bei NH,- und NaQH-Einwirkung eingehend 
beschrieben. Meine Spirogyra ,,pseudogallica“ zeigt eine voriibergehend 
auftretende Langsrunzelung der Plastiden-Oberflichen und erscheint auch 
durch diesen Zug gekennzeichnet. 





Pisses 
Pee. 


Abb. 3. Spirogyra ,,pseudogallica“ (= condensata?) in 0,5 n Na2COs. In allen Zellen 
Tonoplastenstadium. 17. November 1952. 


Der wiedergegebene Reihenversuch zeigt, daf? nicht nur hypertonische, 
sondern auch hypotonische Sodalésungen die meisten Zellen primar téten, 
daf also das zarte Spirogyren-Plasmalemma auch ohne mechanisch-osmo- 
tische Losrei&Rung von der Zellwand dem Angriff der Sodalésung erliegt. Die 
Lésung dringt dann unmittelbar bis an die Tonoplasten vor, diese wider- 
stehen aber iiberall und verkleinern sich bei Hypertonie der einwirkenden 





Abb. 4. Bunte Nekrose bei Spirogyra sp. (29. April 1952). 
Lésung im entsprechenden Mak. Anfangs bleiben die Zellsifte klar. Beob- 
achtet man in 0,5n Na,CO,, so sieht man bald (binnen 1 Min.) solche begin- 
nende Tonoplasten-Plasmolyse. Aber nachher stellt sich schon nach 2—4 Min. 
auch die Triibung in den Zellsaften ein. 

Bei meinen friiher (1951, S. 445—449) beschriebenen S pirogyra-Versuchen 
konnten beziiglich der Vakuolenwandung zwei Verhaltensweisen unter- 
schieden werden. Den in iippigem Wachstum befindlichen Spirogyren aus 
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Moosbrunn (im Flachland des éstlichen Niederésterreich), die am 18: Novem- 
ber 1950 untersucht wurden, fehlte der resistente Tonoplast, und beim Ein- 
tritt der bunten Nekrose bewirkte die Soda in den ,,iiberrannten“ Zellen 
iiberall eine starke Triibung infolge von Gerbstoffallung in den Vakuolen. 
In den Ramsauer Spirogyra-Materialien aus alteren Faden wurden nur 
Plasmalemma und Binnenplasma iiberrannt, die osmotisch verkleinerten 
Tonoplasten hielten stand und jede Niederschlagsbildung im Zellsaft fehlte. 
Die herbstliche Spirogyra ,,pseudogallica“ (—condensata) vom Donauufer 
verhielt sich nun intermediar, iiberall iiberdauern die zarten Tonoplasten 
den ersten osmotischen Angriff, aber nach wenigen Minuten setzt die Triibung 
der Zellsaifte ein. Eine jung erwachsene mehrbiandrige Spirogyra vom Habi- 
tus der Spirogyra nitida aus einem Teich bei Sulz im Wienerwald, die ich 
zu Ende April 1952 untersuchte, lie resistente Tonoplasten vermissen. Die 
»bunte Nekrose“ war die gleiche wie sonst (Abb. 4). Naturgemaf entscheidet 
nicht der wechselnd ausgebildete Tonoplast, sondern das Plasmalemma 


iiber das Schicksal der Zellen in der Na,CO,-Lésung. 


Weber (1931, 1933) hat fiir eine Spirogyra (wahrscheinlich crassa) sehr 
auffallige Resistenzunterschiede zwischen ,,jungen“, kiirzlich geteilten und 
noch nicht gestreckten Zellen und ,,alten“, herangewachsenen Zellen beschrie- 
ben. Die jungen waren gegen jahe Harnstoffplasmolyse (2 mol) vielfach 
resistent, wahrend die alten getétet wurden. Gegen 16—20% igen Methyl- 
alkohol waren umgekehrt die alten Zellen resistent, die jungen auffallend 
empfindlich. Es handelt sich wohl vor allem um Unterschiede der Intrabili- 
tat. Weber verweist in der Diskussion (1933, S. 17) auf folgende Méglich- 
keit: ,.Der Harnstoff kann als Typus eines wasserléslichen, lipoidunlésli- 
chen Stoffes, der Alkohol als Typus eines lipoidléslichen Stoffes betrachtet 
werden; insofern als eine Verallgemeinerung zulassig ist (was erst weitere 
Versuche entscheiden kénnen), waren die Spirogyra-Zellen im Stadium des 
Streckungswachstums in erster Linie fiir lipoidunlésliche Stoffe leicht 
permeabel, im Stadium des Teilungswachsiums aber fiir lipoidlésliche.“ 

Mein erstes Material reichte zur Priifung des entsprechenden Resistenz- 
verhaltens gegen Na,CO, nicht aus, da es nur Faden mit Zellen enthielt, die 
erwachsen waren oder sich im Streckungswachstum befanden. Als aber nach 
kalten Frosttagen am 19. November Schénwetter eingesetzt hatte’, sam- 
melte Universitatsgartner H. Kiissel am Vormittag des 20. November opti- 
males Material von Spirogyra ,,pseudogallica“ (und gallica), welches in den 


‘) Von der Zentralanstalt fiir Meteorologie, Wien XIX, Hohe Warte, erhielt ich 
folgende Temperaturdaten: 


1952 7™ 14> 21> Mittel 1952 7 14% 21> Mittel 
Ltn: + we a ws th ~e° “Se eS 
ak: 2 Oe OS “ni 6 MS Shoe 
an. 2 6 tt SS Gs wa «6 S85 "oe 
14.11. —24 22 08 0,0 1 @ - 2° 
Se ae oe ee ee 1.11 42 O° B&B 


’ 
16.11. — 2,0 05 —1,2 —0,9 
Die Wassertemperaturen am Standort selbst wurden nicht gemessen. 
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meisten Faden kurze, jung geteilte Zellenpaare (so lang wie breit) und er- 
wachsene ungeteilte Zellen (etwa zweimal so lang wie breit) enthielt. Der 
Py des Standortswassers betrug um 7,5 bis 7,75. Ich lie die in einigen Liter 
Standortswasser befindlichen Algen in einem temperierten Raum sich lang- 
sam auf 16°C erwarmen und trug dann die Faden in die Versuchslésung 
von 20° ein. Die Resistenz in der Sodalésung war besser als an dem am 
15. November bei 13°C untersuchten, iibrigens zwei Tage alten Material, 
wohl auch, weil, nach Webers Satz von der Plasmolyseresistenz, die Ab- 
lésung in der Warme leichter erfolgt. Eine Zahlung kurz nach Plasmolyse- 
eintritt ergab in 0,5n Na,CO,: 

Tonoplasten 11111123111212121111212=31=265% 

lebend 347295562124104122113543 =86=735% 


In einem anderen Faden waren nach 23 Min. von 50 Zellen 29 lebend, 
21 tot. 

Zehn Minuten nach dem Eintragen wurde in einem Faden der Lebens- 
zustand der kurzen (im Teilungswachstum befindlichen) und der langen (er- 
wachsenen) Zellen getrennt protokolliert: 


lebend 2 .4.4:1433 = 16 
kurz 

tot 

lebend 2 2: 2 je ae 
lan 

to Frees: 4. 7-29 - F43=— 98 


Hier waren alle jung geteilten Zellen in der Sodalésung am Leben ge- 
blieben, von den erwachsenen war die Hialfte lebend, die Halfte tot. — 
Ein anderer Faden mit viel kurzen Zellen ergab bei der Auszahlung, daf 
fast alle kurzen Zellen lebten, fast alle im Streckungswachstum befindlichen 
oder erwachsenen bis auf die Tonoplasten getétet wurden: 

{tot 11 ws 


kurz 
liebend 10 165361-33 3 221212432 =105 


lang tot Se Sas 1 et Gy Nas Sey Meas (Be 26 


Fast alle kurzen Zellen leben hier (nur 2 sind tot), fast alle mittellangen 
und langen sind getétet. 

In 0,2n Na,CO,, wo keine Plasmolyse eintritt, hebt sich das Plasma in 
den langen Zellen schon eine Minute nach dem Eintragen von den Quer- 
wanden in koaguliertem Zustand ab, so da unregelmafige, stark licht- 
brechende Koniuren sichtbar werden; nach 3—4 Min. erscheint die Triibung 
im Zellsaft. Die kurzen, jung geteilten Zellen bleiben intakt, die Plastiden 
bleiben zuniachst rinnenférmig, der Zellsaft klar. Im Traubenzucker erfuhren 
ahnliche Faden in allen Zellen, in kurzen und ‘langen, eine gleich gute 
Plasmolyse” 


ll 


*) Auch in 1/5 mol CaCl. plasmolysierten (in einem Versuch vom 8. Dezember) 
alle Zellen von Spirogyra ,,pseudogallica* normal und konvex — ebenso die 
meisten von Spirogyra gallica, wihrend bei letzterer doch manche Protoplasten (z. B. 
12 unter 200 eines Fadens) kollabierten. 
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In 0,5n KCl blieben in einem langzelligen Faden 41 von 50-Zellen am 
Leben. Bei der Auszihlung eines gemischtzelligen Fadens, der relativ stark 
geschadigt war, fanden sich unter den kurzen Zellen 9 lebende und 5 tote, 
unter den langen 2 lebende und 19 tote. In einem beigemengten Faden von 
Spirogyra gallica, der auch frische Zellteilungen aufwies, waren alle langen 
Zellen tot, alle kurzen am Leben. 

Webers Erwartung, daf es die lipoidunléslichen Stoffe sind, fiir welche 
die jung geteilten Spirogyra-Zellen eine erhéhte Resistenz und verminderte 
Neigung zu Intrabilitatserhéhung zeigen, wird durch die obigen Sodaver- 
suche bestens bestitigt. — 

Vergleichende Resistenzversuche mit verschiedenen Algen zeigen meist 
eine relativ sehr hohe Empfindlichkeit der Spirogyren gegen wasserlésliche 
schidigende Agenzien. Die Standortsanspriiche von Spirogyra im Freiland 
stehen damit in Einklang. An dieser Eigenart tragt wohl das zarte, wenig 
widerstandsfahige Plasmalemma der Gattung die Schuld. 

Wenn auch der Anteil der bei gleicher Aufeneinwirkung iiberlebenden 
und getéteten Zellen bei verschiedenen Spirogyra-Arten und wohl auch in 
verschiedenen physiologischen Zustainden in weiten Grenzen schwankt, so 
scheint die Grunderscheinung der bunten Nekrose doch allen bisher ge- 
priiften Spirogyren gemeinsam zu sein (nach Ausnahmen wire zu suchen). 
Gerade darin nimmt aber das Spirogyra-Plasma auch innerhalb der Plas- 
men, die ihre Grenzschicht mit Ca aufbauen, eine Sonderstellung ein. Ob 
und wie diese Eigenart des Plasmalemmas etwa mit einer verstarkten Fahig- 
keit der Spirogyren zur Nahrsalzabsorption zusammenhangen mag, bleibt 
zu untersuchen. 


Zusammenfassung 


1. Die plasmatische ,,Sonderorganisation” von Spirogyra gegeniiber an- 
deren Algen besteht u. a. in der Zartheit des Plasmalemmas. 

2. Dieses wird durch plasmaschadigende, wasserlésliche Stoffe leicht 
iiberrannt: die Intrabilitaét wird pathologisch erhéht, was zum Plasmatod 
fiihrt. 

3. Da sich die Zellen eines Fadens dabei meist ungleich verhalten, er- 
gibt sich das fiir Spirogyra kennzeichnende Bild ,,bunter Nekrose™. 

4. Allgemein sind aber die langen, im Streckungswachstum befindlichen 
(oder erwachsenen) Zellen noch empfindlicher als die kurzen, im Teilungs- 
wachstum befindlichen. Letztere sind resistenter, wie gegen 2 mol Harnstoff 
(Weber 1931), so auch gegen KCl-Lésung und gegen hyper- und hypo- 
tonische Na,CO,-Lésung. 
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Danielli, J. F.: Cell Physiology and Pharmacology. 21 Textfiguren, 


3 Tafeln, 156 Seiten. New York—Amsterdam: Elsevier Publishing 
Comp. 1950. $ 3.—. 


Dieses Buch konnie nur ein Forscher schreiben, der auf vielen Gebieten 
der Biologie und benachbarter Wissenschaften vollkommen zu Hause ist. 
Danielli, der Zoologe, Pharmakologe, Zellphysiologe, Mediziner, ist ein sol- 
cher Forscher. Der biologische Gesichtskreis, den er iiberblickt, ist un- 
gewohnlich weit, die Fiille der Tatsachen, die ihm stets gegenwartig sind, 
ist reich, und die Fahigkeit, diese Tatsachen zu kombinieren und geistig zu 
neuer Einsicht zu verkniipfen, ist beneidenswert. Dazu kommt die Be- 
gabung zu klarer, eindringlicher Darstellung. So ist es nicht verwunderlich, 
daf dieses Buch ein ungewoéhnlich starker Erfolg geworden ist. Es zeigt 
wie kaum ein anderes mit zwingender Deutlichkeit die Notwendigkeit 
griindlicher Kenntnisse in der Zellphysiologie auf, ohne die die Pharma- 
kologie ohne Grundlage arbeitet und nur Zufallstreffer erhoffen darf. Das 
Buch behandelt in sechs Kapiteln folgende Themen: The Cell as a Physico- 
Chemical Unit. Possible Actions of Drugs on Surfaces. Membrane Perme- 
ability and Drug Action. Enzymes and Drug Action. The Actions of 
Narcotics. Responses of Cells on the Biological Level. F. Weber (Graz). 


Foster, A. S.: Practical Plant Anatomy. XI u. 228 Seiten. D. van No- 


strand Company, Inc., Toronto-New York-London. Sec. Edit. (1949), Sec. 
Print. (1950). 


Das Buch ist Lehrbuch und Praktikum zugleich. Es ist in einzelne 
Ubungen“ unterteilt, deren jede ein bestimmtes anatomisches Gebiet um- 
fai. Einer eingehenden Darstellung der Probleme folgt eine Zusammen- 
stellung und Besprechung des Versuchsmaterials und der damit vorzuneh- 
menden Untersuchungen. Besonders wertvoll wird das Buch durch eine 
jedem Abschnitt folgende reiche Zusammenstellung neuester einschligiger 
Literatur. Hervorzuheben ist ein Kapitel, das sich mit der Klassifikation 
von Zellen und Geweben befaft und in guter Darstellung die Problematik 
der verschiedenen morphologischen und physiologischen Zell- und Gewebe- 
einteilungen behandelt. In einer interessanten tabellarischen Ubersicht 
werden Herkunft, Topographie, strukturelle Charakteristika und Funk- 
tionen von zwolf unterschiedenen Hauptzelltypen in Samenpflanzen (Zel- 
len von Vegetationspunkten, Kambien, Epidermis, Parenchym, Kollenchym, 
Sklerenchym, Fasern, Tracheiden, GefaBen, Siebréhren, Milchréhren und 
Kork) dargesiellt. 

Die Gliederung des Buches folgt im wesentlichen dieser Einteilung. Dazu 
kommen zwei einfiihrende Kapitel iiber den lebenden Protoplasten und die 
Zellwand und drei abschliefende iiber Stamm, Blatt und Wurzel. Als ein 
Experiment mag es erscheinen, dafi dem Buch keine Abbildungen beigege- 
ben sind. Dafiir, daf es gelungen ist, spricht, daf der ersten Auflage zwei 
unveranderte Nachdrucke folgten und die zweite 1949 verbessert und er- 
ganzt erschienene Auflage auch schon im darauffolgenden Jahr einen Neu- 


druck erforderte. R. Bieb]! (Wien). 


Kiister, E.: Zytomorphologische Betrachtungen itiber Regeneration. 


Ber. Oberhessisch. Ges. Natur- u. Heilkunde, N. F. Naturwiss. Abt. 25, 
1952. 
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Gewif sind die Tatsachen, iiber die in diesem Vortrag berichtet wird, 
im einzelnen meist schon bekannt, sie kommen aber erst dadurch zur Gel- 
tung, daft sie ein einheitlicher Gesichtspunkt zu einem wirksamen Bilde 
zusammenordnet. Man ist heute gewohnt, das Protoplasma mit den Augen 
des Chemikers, des Physikers, des Physiologen zu betrachten. Kiister zeigt 
auf, da die Zelle eine biologische Einheit ist, dieLeistungen vollbringt, 
die wunderbar erscheinen, das heiftt heute noch nicht erklarbar sind und es 
wohl auch morgen noch nicht sein werden. Restitution, Regeneration, 
Adaptation sind solche Fahigkeiten und Leistungen, die nur die lebende 
Materie vollbringen kann. Wenn wir dieses Kénnen heute lediglich be- 
staunen, so soll das nicht zugleich ein Verzichi sein darauf, sie einst auch 
zu verstehen. F. Weber (Graz). 


Lison, L.: Histochimie et Cytochimie Animales. Principes et Méthodes. 
Deuxiéme édition. Vi, 608 Seiten. 32 Fig., Gauthier-Villars, Paris 1953. 


Die »Histochimie animale“ von Lison ist 1936 zuerst erschienen; sie war 
damals ein verlaflicher Berater auf dem Gebiete der Cyto- und Histochemie 
besonders fiir die Zoologen, die Botaniker hatten zu dieser Zeit ,,Mikro- 
chemien“ von Molisch und von Tunmann. In den 15 Jahren, die seit- 
dem vergangen sind, hat die Cytochemie ein neues Gesicht bekommen, in 
dem nun viele Ziige sich wesentlich klarer abzeichnen als friiher. Den 
Botanikern steht kaum ein Buch zur Verfiigung, das die groften Fortschritte 
des letzten Dezenniums beriicksichtigt, den Zoologen ist in der zweiten Auf- 
lage des ,,Lison“ ein sicherlich sehr begrii®ter Helfer entstanden. Schon die 
Anderung des Titels bringt es zum Ausdruck, daf das neue Buch nicht nur 
eine neue Auflage des friiheren ist, sondern ein Werk, das neu geschrieben 
ist und besonders die jungen und jiingsten Methoden der Cytochemie ein- 
gehend zur Darstellung bringt. Dabei hat das neue Buch die groRen Vor- 
ziige des alten bewahrt und noch weiter verstarkt. Es sind dies vor allem 
strenge kritische Sichtung und vorbildliche Klarheit in der Darlegung der 
in iiberreicher Fiille gegebenen Methoden und Verfahren. Die Botaniker 
werden die Zoologen um dieses Buch beneiden, und sie werden gut daran 
tun, es selbst zu Rate zu ziehen, denn viele, ja beinahe die meisten der 
Prinzipien und Methoden der Cytochemie haben ja fiir die Pflanzenzelle 
ebenso Geltung wie fiir die tierische. F. Weber (Graz). 


Wilson, W. L.: The rigidity of cell cortex during cell division. J. Cell. 
and Comp. Physiol. 38, 1951, 409—416. 


An Eiern des Anneliden Chaetopterus pergamentaceus wurde die rela- 
tive Rigiditat der corticalen Plasmaschichte bestimmt, indem beobachtet 
wurde, welche Zentrifugalkraft eine Verlagerung der Granula aus der 
corticalen Schicht in das Binnenplasma bedingte. Nach der Befruchtung 
nimmt die Rigiditat des corticalen Plasmas ab, steigt dann von der 6. bis 
zur 11. Minute wieder ungefahr auf den friihéren Wert an, fallt dann von 
der 35. bis zur 40. Minute wieder ab und bleibt so bis zur Zellteilung. Wie 
aus einer Arbeit von Heilbrunn und Wilson aus dem Jahre 1948 her- 
vorgeht, macht das Binnenplasma ahnliche Viskositatsanderungen durch, 
nur schlieft sich in ihm eine Viskositatszunahme vor und wahrend der 


Teilung an. K. Umrath (Graz). 
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Aus der Besprechungen: 


- Beinahe die Halfte des ganzen Bandes fillt eine Darstellung von Ruska ther die Elek- 

tronenmikroskopie in der Virusforschung, mit 163 grdBtenteils wundervoljen Abbildungen. Es ist auch die 

anze Technik der Elektr p g d geschildert. Jeder Arbeit ist ein meistens recht um- 
assendes Schrifttum angeftigt. 


Dieser Band ist eine 4uBSerst willkommene Bereicherung unserer Literatur, zumal da hier auch die 
uns vielfach so sehr schwer zugingliche auslindische Literatur ausgiebigst berticksichtigt ist . 


Zbl. f. allgemeine Pathologie 


Das Handbuch der Virusforschung, Erste Halfte 1938, Zweite Halfte 1939, sowie der 
erste Ergénzungsband 1944, sind vergriffen. Das Werk wird in Ergdnzungsbénden 
fortgesetzt. 
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